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Experimentelle Studien tiber den Nucleinstoftwechsel. 
XIX. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Nucleosidase. — 
Verhalten einer Nucleosidase aus Rinderknochenmark zu einem 
Spaltprodukt der Thymusnucleinsaure. 
Von 
Walter Deutsch und Rudolf Laser. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus der medizinischen Klinik (8S. J. Thannhauser) der Akademie Dfisseldortf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19%, September 1929.) 


In letzter Zeit hat sich das Interesse der wissenschaftlichen 
Forschung dem Gebiet der Nucleinsiiuren in vermehrtem Mabe 
zugewandt. Wihrend die ilteren Arbeiten hauptsiichlich die Auf- 
klarung der Konstitution der Nucleinsiuren als Bausteine der 
lebenswichtigen Zellkerne férderten und sie als Quelle von Stoff- 
wechselprodukten erkannten, scheint es nach den neueren Unter- 
suchungen von Embden und von Parnas und ihren Mitarbeitern 
nicht unwahrscheinlich, daB sie auch im intermediiren Stoffwechsel- 
getriebe Aufgaben zu erfiillen haben. Eng verkniipft mit der 
Konstitution der Nucleinsiuren ist das Verhalten der an ihrem 
Abbau beteiligten Fermente. Das System dieser Fermente ist 
zwar in groBen Ziigen festgelegt, im einzelnen bleiben aber manche 
Fragen nach Kinetik, Spezifitit und Isolierung der verschiedenen 
Teilenzyme und besonders nach ihrer Wirksamkeit auf die Bau- 
steine der ungleich zusammengesetzten Hefe- und Thymusnuclein- 
siure unbeantwortet. Wiahrend die Konstitution der Hefenuclein- 
siure wegen der guten Krystallisationsfiihigkeit ihrer Komponenten 
bekannt ist, besteht nach wie vor Unsicherheit iiber den Bau der 
tierischen Nucleinsiure aus der Thymusdriise. Das in ihr vor- 
kommende Kohlehydrat ist nicht identisch mit der d-Ribose der 
Hefenucleinsiiure, sondern wird als eine Hexose angesehen. In 
zwei kiirzlich erschienenen Mitteilungen halt Levene in der 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVI. I 
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einen Arbeit!) das Kohlehydrat fiir eine Anhydrohexose, in der 
anderen?) fiir eine Desoxypentose. [er Zucker soll keine redu- 
zierende Wirkung austiben kénnen. Schon im Jahre 1912 glaubte 
Levene eine Hexose isoliert zu haben, die imstande war, ein 
Osazon zu bilden, wihrend die letzten Mitteilungen Unfahigkeit 
des Kohlehydrats zur Osazonbildung feststellen. Aus diesen wider- 
sprechenden Angaben geht jedenfalls hervor, daB die Unsicher- 
heit iiber das Kohlehydrat noch weiter besteht. 

Da die Versuche mit chemischer Hydrolyse bis jetzt erfolglos 
fiir die Erken:.tnis des Kohlehydrats der 'Thymusnucleinsaiure ge- 
blieben sind, haben wir uns das Ziel gesetzt, mit fermentativer 
Hydrolyse, die schonender und spezitischer zu arbeiten gestattet, 
das Nucleinsiuremolekiil zu spalten. Als ersten Schritt teilte der 
eine von uns”) eine Darstellungsmethode einer Lebernucleotidase 
mit, die aus Thymusnucleinsiiure Phosphorsiure abzuspalten ver- 
mag. Durch Weiterentwickiung dieser Methode, woriiber an 
anderer Stelle*) berichtet wird, ist es gelungen, diese Abspaltung 
der Phosphorsiiure bis zu fast 100°/, zu steigern. Nachdem nun 
bei der Aufarbeitung der Hydrolyse ein purinfreier Kérper ge- 
wonnen wurde, der neben Spuren von Phosphorsiiure das Kohle- 
hydrat, wie die Orcinreaktion beweist, ungeschidigt enthiilt, 
auBerdem aber sicher das Pyrimidin Thymin und wahrscheinlich 
auch Cytosin, muB man annelmen, daB der Kérper ein Pyrimidin- 
nucleosid ist. Uber Gewinnung und Kigenschaften dieses Kérpers 
wird an anderer Stelle’) demniichst eingehend berichtet. Die 
weitere Arbeitsrichtung hatte sich also der Fermentklasse der 
Nucleosidasen zuzuwenden. 

Die Nucleosidasen gehéren zu den am besten durchgearbeiteten 
Fermenten der Nucleinsiuren. Levene, Yamagava und Weber’) 
und nach ihnen v. Kuler und Brunius‘) haben kinetische und 
Spezifitiitsuntersuchungen an Nierennucleosidase von Schweinen 
angestellt, die mit Hilfe von alkoholischem Hisenhydroxyd ad- 
sorbiert, gereinigt und angereichert war. Die stirkste Wirksam- 
keit zeigte das Ferment auf Adenosin als Substrat, geringere bei 


Science, Vol. 68, S. 572 (1929). 
*) Jl. of Biol. Chem., Bd. *1, S. 711 (1929). 

. Diese Zs., Bd. 171, S. 264 (1927). 

*) Diese Zs., im Druck. °) Diese Zs., im Druck. 

) Jl. of Biol. Chem., Bd. 50, S. 693 ff. und S. TO7ff. 

) Chem. Ber., Jy. 60, S. 1584 und Sy. Vet. Akad. Arkiy f. Kemi, Bd. 9, 
Nr. 40 (1927). 
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Anwendung von Inosinsiure, fehlende bei einem Adeninketohexosid 
und ebenso bei Anwendung tierischer Nucleinsiiure. 

Die Reinigungsversuche von Levene konnten von vy. Kuler 
und Brunius?) nicht reproduziert werden. Deshalb haben diese 
Autoren eine neue Methode ausgearbeitet, bei der sie sich einer 
Fraktionierung der Nierenextrakte mit Aceton in Kombination 
mit isoelektrischer Fiallung bedienen. 

Wir kénnen die Versuche von v. Euler und Brunius be- 
stiitigen, da auch wir dieselbe Wirksamkeit und denselben Rein- 
heitsgrad des Ferments bei Spaltung von Adenosin mit Nieren- 
nucleosidase erreichten. 

Aber die Nierennucleosidase zeigte sich in ihrer Wirksam- 
keit auf dus uns interessierende Pyrimidinnucleosid geringer als 
auf Adenosin. Wir fanden aber ein Organ, dessen Nucleosidase 
das umgekehrte Verhalten zeigt: Stirkere Wirkung auf das Pyri- 
midinnucleosid und geringere auf Adenosin. 

Von der Voraussetzung ausgehend, daB im roten Knochen- 
mark der Umbau von Zellkernen eine groBe Rolle  spielt, 
weil die kernhaltigen Erythrocyten ihre Kerne verlieren, bevor 
sie in die Blutbahn treten, haben wir rotes Knochenmark als 
Ausgangsmaterial zur Gewinnung von Nucleosidase versucht. Die 
Extrakte erwiesen sich fiir Adenosin wirksam, wirksamer aber 
noch fiir das Pyrimidinnucleosid aus der Thymusnucleinsiure. 
Wihrend also die Nucleosidase nach Levene spezifisch auf pflanz- 
liche Nucleinsiure eingestellt zu sein scheint, besteht hier eine 
gleichzeitige Wirkung auf ein Spaltprodukt der tierischen Nuclein- 
siure. Ks ist sehr wahrscheinlich, daB Vorstufen der Leukocyten 
des Knochenmarks die Traiger des Fermentes sein werden, zumal 
Kiterleukocyten, wenn auch in bedeutend geringerem Mabe die- 
selbe Wirkung zeigen, und rote Blutkérperchen (sowohl kernhaltige 
wie kernlose) sie vermissen lassen. Da Willstitter?) letzthin 
die Leukocyten als Traiger der proteolytischen Fermente der Ver- 
dauungssifte in den Vordergrund riickt, kénnte man in dem 
Fermentreichtum der Leukocyten auch an anderen Fermenten 
(Oxydasen, Nucleotidasen, glykolysierende Fermente u. a.) eine 
Parallele sehen. 


Neben der Wirkung auf Spaltprodukte der tierischen Nuclein- 
saure war es ferner fiir unsere Zwecke erwiinscht, daB schon die 
Rohextrakte des Knochenmarks Fehlen von Kigenreduktion zeigten. 





1) A. a. O. 
4) Willstiitter, Unters. itber Enzyme Bd. 2 u. zw. 8. 1758. 
' Ss 
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Da das Ferment aber in der Form des Rohextraktes mit einer 
groBen Menge von Begleitstoffen vergesellschaftet ist, deren Ent- 
fernung einstweilen wegen der Empfindlichkeit des Enzyms nur 
unvollkommen gelang, und da das nicht krystallisierte Pyrimidin- 
nucleosid noch nicht geniigend scharf definiert ist, muB vor- 
laupg von bindenden Angaben iiber die Kinetik und von der 
Aufstellung auf ihr beruhender Mabeinheiten Abstand genommen 
werden. Ks wurde eine Konzentrationssteigerung des Ferments 
auf etwa das 11/,fache durch Fillung eines Teils der Kiweib- 
kérper an ihrem isoelektrischen Punkt erzielt, wobei aber das 
Knzym meist an Bestindigkeit verlor. Der Reaktionsverlauf der 
Nucleosidase aus Knochenmark scheint beim Fehlen entstellender 
Einfliiisse ein linearer zu sein, wihrend er fiir die Nucleosidase 
nach Levene und v. Euler und Brunius bei geniigendem En- 
zymiiberschuB als monomolekular festgestellt wurde. Auch das 
Optimum der aktuellen Reaktion zeigt im vorliegenden Falle einen 
Unterschied gegeniiber der Nierennucleosidase, da es weiter im 
sauren Gebiet namlich bei p,, 6,5 liegt (Nierennucleosidase bei 
P, 5). Interessant ist in diesem Zusammenhange, dab Levene 
bei Verwendung von Inosin als Substrat einen zweiten Anstieg 
der Aktivitits-p,,-Kurve etwa bei p,, 6,4 fand. 


Experimenteller Teil. 
I. Bestimmung der Nucleosidasewirkung. 
1. Allgemeines Vorgehen zur Messung der Enzymwirkung. 


Als Substrat diente in den meisten Fallen der im Anfang 
der Arbeit als Pyrimidinnucleosid bezeichnete Kérper, daneben 
zu Vergleichszwecken Adenosin. Die Fermentleistung wurde, der 
Methodik Levenes’) und v. Euler und Brunius?) folgend, nach 
Entfernung der KiweiBstoffe und Spaltprodukte durch Mercuriacetat 
bzw. Phosphorwolframsaéure mit der Mikro-Zuckerbestimmungs- 
methode von Shaffer-Hartmann®) ermittelt. Alle Reduktions- 
werte werden im ah rege in ccm n/200-Natriumthiosulfat an- 
gegeben (1 ccm n/200-Na,$,0, = 0,318 mg Cu) unter Beifiigung 
der nach der Tabelle von Shai ffer-Hartmann entsprechenden 
Werte als Glucose. 


) Jl. of Biol. Chem. Bd. 50, S. 693—707 (1922). 

*) Chem. Ber. Bd. 60, S. 1584 oni Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, 
Nr. 40 (1927). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 45, S. 378 (1920/21). 
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Die Fermentansitze hatten folgende Zusammensetzung: Ge- 
samtvolumen 25 ccm. Darin 10,0 ccm einer 1°/, igen Substrat- 
lésung, 5,0 com m/15 Phosphatpuffer (Sérensen) vom p,, 6,5, x 
ccm Fermentlésung (meist x = 5), 10,0 —x ccm Wasser und 
einige Tropfen Toluol. Ansitze fiir Adenosin enthielten 50 mg 
Adenosin. Substrat- und Fermentlésung waren durch Zusatz von 
Natronlauge bzw. Essigsiure auf den gewiinschten p,-Wert und 
durch Vorwirmung auf die Versuchstemperatur von 37” eingestellt. 
Neben jedem Versuch lief eine Kontrolle auf Kigenreduktion der 
Fermentlésung. Die Eigenreduktion war praktisch gleich Null, 
sie betrug nicht mehr als 0,1 ccm n/200 Na,S,O,. Da das Sub- 
strat einen Reduktionseigenwert zeigt, wurde zur Ermittlung der 
Fermentleistung eine Bestimmung sofort nach dem Ansetzen des 
Reaktionsgemisches gemacht, deren Wert von dem Wert nach 
Ablauf der Bestimmungszeit abgezogen wurde. Durch die Ent- 
eiweliBung wird weitere Fermentwirkung unterbrochen. Simtliche 
Versuche fanden im p,,-Optimum der Wirksamkeit bei p,, 6,5 
statt (ftir Adenosin bei p,, 7,5). 


2. Abhangigkeit von der Wasserstoffzahl. 


Das Optimum der Enzymwirkung liegt etwa bei p,, 6,5, wie 
Tabelle 1 und Figur 1 zeigen. Kontrolle der H-Aktivitat durch 
Indicatorenmethode. 


Tabelle 1. 


py-Abhingigkeit der Nucleosidase aus Knochenmark. 























_ 4,5 | 5,5 6,5 1,5 8,5 
cem n/200-Na,S,0, . 0,36 0,68 1,41 1,03 0,22 
mg Glucose . . .| 0,078 0,138 0,264 0,197 0,049 
rv, 4S 
er 
uy 
™“N 
S10} 














Fig. 1. Aktivitats-p,,-Kurve Nucleosidase aus Knochenmark, 
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Versuchsbedingungen: Spaltungszeit 1 Stunde 15 Minuten, 
Temperatur 37°. Normalansatz. Fiir p,, 4,5 Acetatpuffer n/1; 
Py, 29 Citratpuffer (S6rensen); p,, 6,5—7,5 Phosphatpuffer; p,, 
8.5 Glykokollpuffer (Sérensen). 


H 


3. Zur Kinetik. 


Im folgenden ist ein Beispiel (siehe Tab. 2 u. Fig. 2) eines 
stirungsfreien Versuchs gegeben, der fiir die ersten 4 Stunden 
Proportionalitiit zwischen Umsatz und Zeit erkennen labt. Dieses 
Verhalten lieB sich aber wohl wegen zu groBer Unreinheit der 
Kxtrakte nicht immer reproduzieren und konnte deswegen nicht 
zur Grundlage einer quantitativen Enzymmessung gewahlt werden. 
Nach 4 Stunden verliuft die Spaltung Jangsamer und nihert sich 
einem Endwert. 


Tabelle 2. 


Reaktionsverlauf mit Nuecleosidase aus Knochenmark. 


Normalansatz mit 5 cem Fermentlésung. ‘Temperatur 37°. 














Zeit cem n/200 — 
gr n s 
nach Na,S,0, 
0,75 0,149 
2h 30/ 2.47 0,404 
4015! 4,20 0,634 
17° 5,80 0,853 
o 7,66 1,095 
T a. | T 
4 Lo — 
J = _ 





] 1 | 
O 1 4 3 4 A 
Stunden —— = 








ccm ‘kao N, 5,0, 


Fig. 2. 
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II. Gewinnung und Eigenschaften der Enzymlosung. 


1. Rohextrakte. 


Zur Gewinnung des Knochenmarks eigneten sich am besten 
die grob zerkleinerten Brustbeine und Wirbelkérper von Rindern, 
die frisch vom Schlachtbof bezogen wurden. Mit einer Buchner- 
presse wurde ihr Saft unter 300 Atm. Druck ausgeprebt, mit der 
21/,fachen Gewichtsmenge Wasser verdiinnt, nach geringem 
Toluolzusatz fiir etwa eine Stunde im Thermostaten bei 37° extra- 
hiert und durch Faltenfilter filtriert. Der nochmals auf das Doppelte 
mit Wasser verdiinnte Extrakt (Reaktion meist p,, 6,5) bildete die 
native Fermentlésung. Spiitere Versuche zeigten, daB die Dauer 
der Extraktion im Thermostaten nicht gleichgiiltig ist. Uber 
eine Stunde ausgedehnte Extraktion schidigt das Enzym, wihrend 
Extraktion bei Zimmertemperatur ebensogute Resultate ergibt 
wie die im Thermostaten. 

Versuch: Je 50g Knochenmarkprefsaft mit je 125 ccm Wasser ver- 
diinnt a) nach 1 stiindigem b) nach 3 stiindigem Aufenthalt im Thermo 
staten c) bei Zimmertemperatur extrahiert, ergaben nach Filtration und 
Verdiinnung auf das Doppelte im Normalansatz mit Pyrimidinnucleosid 
als Substrat in der Spaltungszeit von 2 Stunden a) 2,50 cem b) 1,54 ecm 
ce) 2,60 cem n/200 Thiosulfat. Als Glucose a) 0,403 b) 0,285 ¢) 0,421 mg. 

Die Wirksamkeit des Rohextraktes gegeniiber dem Pyrimidin- 
nucleosid als Substrat ist hoher als gegeniiber Adenosin, wie 
folgendes Versuchsbeispiel zeigt. 

Versuch: Normalansatz mit gleicher Fermentlésung: als Substrat 
a) Pyrimidinnucleosid b) Adenosin (50 mg) ergibt a) nach 2 Stdn. 1,47 cem, 
nach 3 Stdn. 30 Min. 2,30 eem b) nach 3 Stdn. 30 Min. 1,14 cem n/200 Na,S,O,. 
Als Glucose a) 0,274, 0,383 b) 0,217 mg. 

Der Trockengehalt der Rohextrakte aus Knochenmark betrigt 
nur 37°/, des Trockengehalts der Nierenrohextrakte. Kin Versuch, 
bei dem eine Bestimmung des Trockengehalts vorgenommen wurde, 
ergibt einen Anhalt fiir die Aktivitit des Ferments. 

Versuch: Normalansatz mit Pyrimidinnucleosid als Substrat. Trocken- 
gehalt in 2ecem der verwandten Fermentlésung: 0,0365 g. In 2 Stunden 
1,08 cem in 4 Stdn. 2,18 eem Thiosulfat, als Glucose 0,208, 0,367 mg. Bei- 
spiel bei v. Euler-Brunius: Trockengewicht in 2 cem 0,0645 bei einer 
Fermentleistung von 0,242 mg in 2 Stdn. und 0,484 mg Ribose in 4 Stdn. 


2. Versuche zur Enzymreinigung. 


Da die Methode Willstiitters, Organe vor der Extraktion 
in Trockenform iiberzufiihren, gestattet, bei ihrer Extraktion einen 
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Teil der Ballaststoffe zu entfernen, wurde diese Methode auch 
hier versucht. In unserem Falle tindet aber beim Ubergang vom 
Frischorgan zum ‘Trockenorgan ein [I ermentverlust statt, dem 
keine Aktivititssteigerung gegeniibersteht. AuBerdem wird das 
Ferment in den Ausziigen schneller zerstért. Auch Reaktions- 
inderung beim Extrahieren war ohne Erfolg. Alkalische Reaktion 
zerstorte die Fermentwirkung vollig. 


Versuch: 110g KnochenmarkpreBsaft werden nacheinander mit je 
230 cem von 1. Aceton, 2. Aceton, 3. Aceton-Ather zu gleichen Teilen 4. Ather, 
5. Ather, geschiittelt und zwischendurch abgenutscht. Nach der Trocknung 
verbleiben 11g staubfeines Pulver. Je 1 g dieses Pulvers werden mit 
a) 25 cem Wasser, b) 25 cem einer 0,05°/,igen Essigsiiureldsung ¢) 25 cem 
einer 0,15°,igen Ammoniaklésung aufgeschwemmt, 1 Std. im Thermostaten 
bei 37° extrahiert und filtriert. Die Trockengewichte in je 2 cem der zum 
Ansatz verwandten Lésung betrugen a) 0,0252 g; b) 0,0195; c)0,0336. Aus 
dem gleichen PreBsaft betrug das Trockengewicht des iiblichen Rohextrakts 
0,0338 g. Mit je 5 cem erwihnter Losungen ergaben Normalansiitze mit 
Pyrimidinnucleosid als Substrat in 2 Stunden cem n/200-Thiosulfat a) 0,82; 
b) 0,69; ¢) 0,00 und der Rohextrakt 1,68 als Glucose a) 0,161; b) 0,140; 
c) 0,00 mg und der Rohextrakt 0,304 mg. 


Auch der Versuch, mit fraktionierter Acetonfallung nach 
v. Euler-Brunius zu einer Reinigung der Nucleosidase aus 
Knochenmark zu gelangen, vernichtete das H’erment. 


Versuch: 60cem des iiblichen nativen Extrakts (a) wurden mit 40 cem 
Aceton versetzt, die sich ergebende Fillung zentrifugiert und zu 60 cem ge- 
lést (b); die Restlésung = 90 cem wurde mit 18 cem Aceton versetzt (Ge- 
samtkonzentration des Acetons = 50°/,), die sich ergebende Fallung zentrifu 
giert, zu 60 cem aufgefillt und in 2 Teile geteilt (c und d). Mit a — d 
Normalansiitze mit 5eem. Als Substrat wurde fiir a, bund ¢ Adenosin, fiir d 
Pyrimidinnucleosid verwandt. Versuchstemperatur in Anlehnung an v. Euler 
und Brunius 30°. b, ¢ und d ergeben sowohl nach 2, wie nach 4 Stunden 
0,00 cem. a) nach 4 Stunden 1,96 nach 6 Stunden 4,11 cem n/200-Thiosulfat. 
Als Glucose 0,340; 0,623 mg. Die Trockengewichte betrugen in je 2 ccm 
der verwandten Lésungen bei a) 0,0346 g, bei b) 0,0141 g, beic) und d) 
0,0028 g. 


Bessere Resultate erzielt Saiurefaillung der EiweiBstoffe beim 
isoelektrischen Punkt, obwohl auch hier mit fortschreitender 
Versuchsdauer das Ferment leidet. 


Versuch: 50cem native Fermentlésung wurde mit 0,55 eem n/1-Essig- 
siiure versetzt, die entstehende Fallung zentrifugiert und auf 50 ecm auf- 
gefiillt (a), die Restlésung durch 2 eem n/10-NaOH auf py, 6,5 gebracht (b). 
Der Ansatz mit nativem Extrakt mit ¢ bezeichnet. Trockengewichte in je 
2cem a) 0,0113 g; b) 0,0262 g; ¢) 0,0362 g. Als Substrat diente Pyrimidin- 
nucleosid. Ansiitze wie tiblich, Temp. 37°. Es ergaben sich ccm Thiosulfat 
nach 2 Stunden a) 0,00; b) 1,08; ¢) 1,08. Nach 4 Stunden a) 0,00; b) 1,65; 
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e) 2,18. Als Glueose a) 0,00; b) 0,206; ¢) 0,206 mg nach 2 Stunden und 
a) 0,00; b) 0,300; ¢) 0,367 mg nach 4 Stunden. 


3. Andere Organe. 


Bei Vergleich der Wirksamkeit von Nierenextrakt auf Pyrimidin- 
nucleosid und Adenosin als Substrat, zeigte es sich, dab Nieren- 
rohextrakt fiir das Pyrimidinnucleosid nur etwa halb so starke 
Spaltungskraft zeigt. 

Versuch: Je 5cem Nierenrohextrakt in Normalansiitzen von a) Adeno- 
sin, b) Pyrimidinnucleosid. Temp. 30°, ergeben fiir a) n/200 ecm Thiosulfat 
nach 4 Stunden 5,48; nach 6 Stunden 7,46; fiir b) nach 2 Stunden 30 Mi- 
nuten 2,11; nach 6 Stunden 2,93; als Glucose a) 0,806; 1,070; b) 0,358; 0,465 mg. 

Ein Reinigungsversuch an Schweinenierenextrakt nach v. Kuler 
und Brunius erreichte im Enderfolg etwa dieselbe Wirksamkeit 
und denselben Reinheitsgrad, den diese Autoren angeben. Nur 
war in unserem Falle die Aktivitét des Ferments in der Ausgangs- 
lésung des NierenpreBsaftes schon rund 3,5mal so hoch wie bei 
v. Euler und Brunius, so daB es sich fiir die endgiiltige 
Aktivititssteigerung nur noch um eime rund 2,5 fache handeln konnte. 

Versuch: Bestimmungsansatz mit 50 mg Adenosin und 5 eem Nieren- 
preBsaft (a). Bestimmungsansatz mit 50 mg Adeuosin und 5 cem Ferment- 
lésung nach fraktionierter Acetonfillung und isoelektrischer Fillung (b). 
Temp. 30°, py 7,5. Nach 4 Stunden ergaben sich cem n/200-Thiosulfat fiir 
a) 5,48; fiir b) 2,19; nach 6 Stunden fiir a) 7,46; fiir b) 3,43. In Glucose 
nach 4 Stunden fiir a) 0,806; fiir b) 0,369 mg; nach 6 Std. fiir a) 1,070; fiir 
b) 0.532 mg Trockengewichte in je 2ccm der Lésungen (a) entsprechen 
0,0589 g und (b) entsprechen 0,0094 g. k x 10‘ fiir (a) = 12,0; und k x 10 
fiir (b) = 4,5. Somit nach der Formel von v. Euler und Brunius. 

Ns. f. = 0,204 fiir (aj; und Ns. f. = 0,479 fiir (b). Aktivititssteigerung 
um das 2,35 fache. 

Um uns bei unseren Versuchen mit Knochenmark ein Urteil 
zu bilden, wie sich die zelligen Elemente des Blutes in ihrer 
Spaltungsfahigkeit fiir das Pyrimidinnucleosid verhalten, haben 
wir schlieBlich mit Leukocyten und kernhaltigen und kernlosen Ery- 
throcyten Versuche angestellt, mit dem Resultate, daB sowohl kern- 
haltige wie kernlose Erythrocyten kein Ferment, dagegen Leukocyten 
geringe Mengen enthalten. Offenbar scheinen die Vorstufen der 
Leukocyten fermentreicher zu sein. 

Versuch: Rinderblut wurde zentrifugiert, das Zentrifugat zweimal 
mit physiologischer NaCl-Lésung gewaschen, mit Wasser hiimolysiert, nach 
weiterem Zentrifugieren von den Blutschatten befreit und der Hiimoglobin- 


gehalt nach Sahli bestimmt. Hb = 25°/, (A). 
Das gleiche Vorgehen wurde bei Entenerythrocyten gewiahlt (B). 
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Frische Kaninchenleukocyten wurden mit der 2,5 fachen Menge Wasser und 
etwas Seesand verrieben, bei 37° extrahiert, und nach Zentrifugieren die 
iiberstehende Lésung auf das Doppelte verdiinnt (C). Normalansatze mit 
A, B und C und Pyrimidinnucleosid als Substrat ergaben fiir A und B 
nach 14 Stunden 0,00 und fiir C 1,24 ecem n/200-Thiosulfat. Als Glucose 
0,237 mg. 


Das Spaltprodukt der tierischen Nucleinsaiure aus der Thymus- 
driise, welches in der vorliegenden Arbeit als Substrat diente, ist 
ein Koérper, der erstmalig vorliegt. Obwohl seine Konstitution 
noch nicht mit geniigender Sicherheit feststeht und obwohl des- 
halb der fermentkinetischen Bearbeitung seiner Spaltung Schwierig- 
keiten erwachsen, sind wir riickliufig zu einer Bestatiguyg unserer 
Annahme fiir das Vorliegen eines Pyrimidinnucleosids der Thymus- 
nucleinsiure gelangt und gleichzeitig zu der Feststellung, daB die 
Nucleosidase besonders des Rinderknochenmarks zur Spaltung 
dieses Korpers befihigt ist. 
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XX. Mitteilung. 


Uber die Wirkungssteigerung von Lebernucleotidase. 
Von 
Walter Deutsch. 


(Aus der medizinischen Klinik (S. J. Thannhauser) der Akademie in Disseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Oktober 1929.) 


In einer friiheren Arbeit!) wurden die EKigenschaften eines u. a. 
in der Rinderleber vorkommenden Fermentes, der Lebernucleo- 
tidase, beschrieben, das aus Thymusnucleinsiiure Phosphorsiiure 
abzuspalten vermag. Die dort niedergelegte Methodik diente dem 
Zweck, praparativ-konstitutionschemische Untersuchungen an der 
Thymusnucleinsiure und letzten Endes die Aufklarung des in ihr 
enthaltenen Kohlehydrats zu férdern. 

Es war damals eine Steigerung des Reinheitsgrades der Leber- 
nucleotidase auf das 3,2fache des Ausgangswertes des Glycerin- 
extraktes aus Leber bei gleichzeitiger Entfernung des Glycerins 
erzielt worden. Um die Spaltung méglichst quantitativ zu gestalten, 
und gleichzeitig eine rationelle Aufarbeitung des Spaltungsansatzes 
zu erméglichen, wurde die Methode nun weiter ausgebaut. 

Der friiher angewandte Ammoniak—Ammoniumchloridpuffer 
im Mischungsverhiltnis 1:1 wurde zur Vermeidung der bei der 
Aufarbeitung stérenden Cl-Ionen durch einen n/1-Ammoniak— 
Ammonacetatpuffer ersetzt. Zur Erzielung des gleichen, fiir die 
Nucleotidase optimalen, p,, von 8,7 bei 40° wurde das Mischungs- 
verhaltnis n/1-Ammoniak: n/1-Ammonacetat = 3:1 gefunden. 

Weiternin kam es darauf an, eine méglichst vollstindige 
Abspaltung der gebundenen Phosphorsiiure aus dem Nucleotid- 
komplex der Thymusnucleinsiiure zu erreichen. Da fermentative 
Prozesse durch Anhiufung der entstehenden Spaltprodukte gehemmt 


1) Diese Zs. Bd, 171, S. 264—275 (1927). 
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werden, wurde eine Beimischung von Magnesiumacetat zum Reak- 
tionsgemisch versucht, um die entstehende, hemmend wirkende, 
freie Phosphorsiure als Bodenkérper abzufangen und so fortlaufend 
aus dem Reaktionsgemisch zu entfernen. Die Menge an Magnesium- 
ionen wurde so bemessen, daB ein geringer UberschuB iiber die 
berechnete Menge der Gesamtphosphorsiure vorhanden war. 

Folgender Versuch zeigt die Wirkung des Vorhandenseins 
von Magnesium im Reaktionsgemisch bei einmaliger Zugabe von 
Ferment Methodik siehe friithere Mitteilung). 


Ansatz A mit Magnesiumzusatz. 
20,0 cem nucleins. Natrium (4°), ig, py 8,7) 
10 4, Fermentlosung (py, 8,7) 
8,5 , Ammoniak-Ammonacetatpuffer (3:1 py 8,7) 
1,5 ,, Magnesiumacetatmischung.') 

Ansatz B ohne Magnesiumzusatz ist identisch mit Ansatz A, nur sind 
1,5 ecm Magnesiummischung des Ansatzes A durch die gleiche Menge 
Wasser ersetzt. 

A ergibt bei der Titration der abgespaltenen Phosphorsaure 
nach einer Versuchszeit von 22 Stunden 30,6 ccm n/10-NaOH = 
62,2°/, des Gesamtphosphors. B ergibt in derselben Zeit 19,62 ccm 
n/10-NaOH = 39,8°/, des Gesamtphosphors. Gesamtphosphor 
einer aiquivalenten Analysenmenge = 49,25 ccm n/10-NaQOH. 

Durch Ausschaltung der hemmenden Phosphorsaure ist die 
Fermentwirksamkeit also um 56,2°/,, bezogen auf die Leistung 
ohne Magnesiumzusatz, gesteigert. 

Bei nacheinanderfolgender dreimaliger Zugabe von Ferment 
liBt sich nun der Spaltungsgrad noch wesentlich verstarken. 


Ks gelang in mehreren Fallen, die Abspaltung der Phosphorsiure 


4 


bis zu 99°/, zu treiben. 


') Bestehend aus: Magnesiumacetat 103 g, Ammonacetat 359 g, gelost 
in 1200 cem Wasser, dazu 700 ccm 10°/,iges Ammoniak aufgefillt zu 2 Liter. 
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XXIJ. Mitteilung. 


Uber die fermentative Aufspaltung der Thymusnucleinsaure mit 
Lebernucleotidase zur Darstellung von Purin- und Pyrimidin- 
kohlehydratkomplexen. 


(Vorliufige Mitteilung.) 
Von 


S. J. Thannhauser und Marianne Angermaun. 


Mit 1 Figur auf Tafel I. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie Dfisseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Oktober 1929.) 


Die im letzten Heft des Journal of Biological Chemistry 
verOffentlichten Mitteilungen von Levene und London}), sowie 
von Levene und Mori?) veranlassen uns, Versuchsresultate der 
fermentativen Aufspaltung der Thymusnucleinsiure mitzuteilen, 
die zwar noch nicht abgeschlossen vorliegen, aber doch bereits 
zu so bemerkenswerten Ergebnissen gefiihrt haben, daB wir uns 
die Fortsetzung der Versuche mit unserer Methode vorbehalten 
méchten. 

Die Aufspaltung der tierischen Nucleinsiure mit Siuren und 
Alkalien liefert wohl die basischen Bestandteile der Nucleinsiiure 
Purine und Pyrimidine in eindeutiger Form, sie libt aber keinen 
SchluB auf das in der Thymusnucleinsiure enthaltene Kohle- 
hydrat zu. Im Gegensatz zur Hefenucleinsiure kann man bei 
der tierischen Nucleinsiiure weder mit sauren, noch mit alkali- 
schen Reagenzien Kompiexe erhalten, in denen Kohlehydrat oder 
Kohlehydrat ahnliche Verbindungen mit Purin oder Pyrimidin 
noch verankert sind. 

Aus diesem Grunde hat auf Veranlassung des einen von uns 
W. Deutsch*) bereits vor zwei Jahren in meinem Laboratorium 





1) Levene u. London, Journ. of Biol. Chem. Bd. 83, S. 793 (1929). 
2) Levene u. Mori, Journ. of Biol. Chem. Bd. 83, S. 803 (1929). 
3) W. Deutsch, Diese Zs. Bd. 171, S. 264 (1927). 
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eine Methode ausgearbeitet, die es erlaubt, mit einem gereinigten 
Knzym aus Leber unter ganz bestimmten Bedingungen bei schwach 
alkalischer Reaktion (p,, 8,7) die Phosphorsiure aus der Thymus- 
nucleinsiure abzuspalten. Die Methode wurde durch W. Deutsch!) 
noch weiter ausgebaut, so daB sie fiir gréBere Ansitze zur pri- 
parativen Herstellung von héhermolekularen Spaltprodukten der 
‘Thymusnucleinsiure verwendet werden konnte. 

Unsere Hoffnung, daB durch die fermentative Spaltung mit 
gereinigtem Leberenzym lediglich die Phosphorsiure aus der 
Thymusnucleinsiure abgespalten wird, hat sich leider nur zum 
Teil erfiillt. Wie die Darstellung der experimentellen Aufarbei- 
tung der fermentativen Spaltung zeigt, wird durch die sogenannte 
Lebernucleotidase, im folgenden der Kiirze halber nur Leber- 
enzym genannt, nicht nur die Phosphorsiure abgespalten, sondern 
auch ein erheblicher Anteil der Purin—Kohlehydratkomplexe auf- 
gespalten, wodurch im Spaltungsgemisch in nicht unbetriichtlicher 
Menge freie Purine auftreten. Es wurden Adenin, Hypoxanthin, 
Guanin und in weitaus gréBter Menge Xanthin isoliert, ein 
Zeichen, dab das von uns verwandte Leberenzym auch desami- 
dierende Kigenschaften besitzt. Das wesentliche Ergebnis unserer 
fermentativen Aufspaltung der Thymusnucleinsiure erblicken wir 
in der Isolierung zweier Substanzen, von denen die eine noch 
das Purin mit dem Kohlehydratkomplex vereint enthalt. Wiese 
Substanz*) krystallisiert in Nadeln und diirfte nach der Stick- 
stoffanalyse und den chemischen Eigenschaften mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit. als Adenin—Kohlehydratkomplex anzusprechen sein. 
Den entsprechenden Guanin—Kohlehydratkomplex konnten wir 
bisher noch nicht nachweisen. 

In gréBerer Ausbeute als den sehr leicht zersetzlichen Purin— 
Kohlehydratkomplex haben wir den Pyrimidin—Kohlehydratkom- 
plex erhalten. Es ist uns bisher nicht gelungen, diese Substanz 
in krystallisiertem Zustand zu erhalten, wir arbeiteten lediglich 
mit einem mikrokrystallinen Pulver, das nach der von uns an- 
gestellten Stiurehydrolyse aus Thymin und einem Kohlehydrat- 
komplex besteht. Mit der Auffindung des dem Thyminkomplex 
entsprechenden Cytosinkomplexes in den Endfiltraten der fermen- 
tativen Spaltung sind wir beschiiftigt. 


oe 


') W. Deutsch, Diese Zs., vorhergehende Mitteilung. 


*) Vel. Figur aut Tafel I. 
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Der von uns in relativ guter Ausbeute (etwa 6 g aus 100g 
thymusnucleinsaurem Natrium) erhaltene Thymin-—Kohlehydrat- 
komplex wurde zur Ermittlung der Natur des Kohlehydrats einer 
Siurespaltung unterworfer. Hierbei zeigte sich, daB in den 
Pyrimidin—Kohlehydratkomplexen das Kohlehydrat so fest ver- 
ankert ist, daB eine Aufspaltung mit verdiinnter Mineralsiiure 
nicht méglich ist. Uber die fermentative Aufspaltung des Kom- 
plexes mit Nucleosidasen vgl. die XIX. Mitteilung der experi- 
mentellen Studien iiber Nucleinstoffwechsel von W. Deutsch.?) 

Da die Aufspaltung mit verdiinnten Mineralsiuren und 
Nucleosidasen uns nicht an das gewiinschte Ziel gelangen lieB, 
fihrten wir eine Totalspaltung nach Kossel mit 30°/, iger 
Schwefelsiure aus. Auch diese Hydrolyse mit starker Mineral- 
siure fiihrte zwar zu einer teilweisen Abspaltung und Oxydation 
des Kohlehydratkomplexes zur Livulinsiure, aber der gréBere 
Teil des Pyrimidins blieb noch mit dem Kohlehydratkomplex 
vereinigt, der nach dem von uns aufgefundenen krystallisierten 
Bariumsalz zwar in seiner endstindigen Gruppe zu einer Siure 
oxydiert wurde, aber nicht in seine Bausteine zerlegt werden 
konnte. Besonders bemerkenswert erscheint uns noch, daB wir 
Livulinsiure wie Kossel gefunden haben, Ameisensiiure hin- 
gegen nur dem Geruch nach vermuten kénnen, wohl aber Oxal- 
siure in kristallisiertem Zustand isolieren konnten. 

Wir miissen es uns versagen, iiber die Natur des Kohle- 
hydrats der Thymusnucleinsiure Vermutungen anzustellen, nach- 
dem Levene und Mori?) in ihrer schénen Arbeit es sehr wahr- 
scheinlich machen, daB es sich um eine Desoxypentose handelt. 
Wir mochten aber unsere Nachforschungen auch in dieser Rich- 
tung nicht einstellen, da wir glauben, daB die von uns an- 
gewandte fermentative Aufspaltung uns reichlich Ausgangsmaterial 
in die Hinde gibt. 

Gleichzeitig werden mit F. Bielschowsky Versuche aus- 
gefiihrt, welche die vergleichende fermentative Aufspaltung der 
Hefenucleinsiure und Thymusnucleinsiure mit Leberenzym be- 
arbeiten. 

Diese Arbeiten sollen Klarheit iiber die verschiedene struk- 
turelle Anordnung der Nucleotide im  Polynucleotidmolekiil 
bringen. 


') W. Deutsch, Diese Zs. Bd. 186, S. 1. 
2) Levene u. Mori, a. a. VU. 
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Experimenteller Teil. 


100 g thymusnucleinsaures Natrium?) werden in 900 ccm 
Ammoniak—Ammonacetatpuffer gelést und mit 400 ccm Magnesia- 
acetatmischung versetzt®) und iiber Nacht in den Eisschrank ge- 
stellt. Nach 12 Stunden wird vom ausgefallenen Magnesium- 
ammoniumphosphat abfiltriert und die klare Lésung in drei 
Ansitze zu je 450 ccm geteilt. Zur Analyse auf gebundenen 
Phosphor werden 0,5 ccm entnommen und nach Lieb-Kuhn?) 
analysiert. 

Zu jeder der drei Portionen, die in gut schlieBenden Flaschen 
mit wenig Toluol iiberschichtet, im Thermostaten auf 40° ge. 
halten werden, wird an drei aufeinander folgenden Tagen je ein- 
mal Ferment zugesetzt, das nach der Vorschrift von W. Deutsch‘) 
aus 600 ccm Leber—Glycerinextrakt hergestellt wird. Das Spal- 
tungsgemisch bleibt nach beendeter Fermentzugabe noch 24 Stunden 
im Thermostaten stehen. Dann werden die Ansitze vereinigt, 
gut durchgeschiittelt und das Gesamtvolumen bestimmt. 5 ccm 
werden zur Bestimmung des endgiiltigen Spaltwertes entnommen. 
Sie werden mit Trichloressigsiure enteiweiBt, die abgespaltene 
Phosphorsiure wird mit Magnesiamischung gefallt, ein aliquoter 
Teil des Filtrats von Magnesium-ammonium-phosphatniederschlag 
verascht und der noch gebundene Phosphor nach Lieb-Kuhn‘*) 
bestimmt. Aus diesen und den Analysenwerten der Ausgangs- 
lésung wird die Phosphorséureabspaltung berechnet. Fir die 
besten Spaltungen lag der Wert um 90°/,, der geringste Spalt- 
wert betrug etwa 55°/,. 

Das MaB der Phosphorsiiureabspaltung scheint dabei weit- 
gehend von der Qualitét der verwendeten Leber abhingig zu 
sein. Schlachtfrische Leber ergibt die besten Spaltungswerte. 
Auch scheint der Fermentgehalt der Lebern jahreszeitlichen 
Schwankungen zu unterliegen, die wahrscheinlich mit der Fiitte- 
rung zusammenhingen. 

Aus den vereinigten Ansiitzen wird das mit dem Leber- 
enzym zugesetzte KiweiB durch Ansiiuern mit Hisessig auf p,, 4,/ 
ausgetlockt. Es wird durch Faltenfilter abfiltriert und mit essig- 
saurem Wasser nachgewaschen. Filtrat und Waschfliissigkeit 


1) Feulgen, Diese Zs. Bd. 90, 8. 261 (1914). 

2) W. Deutsch, Diese Zs., vorhergehende Mitteilung. 

%) Abderhalden, Handbuch d. biol. Arbeitsmeth. III], 1, 5. 304; 
Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 64 (1922). 

4) W. Deutsch, Diese Zs, Bd. 171, S. 264 (1927). 
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werden im Vakuum bei einer Badtemperatur von 40—50° ein- 
geengt und zur Ausfallung der abgespaltenen Phosphorsiiure mit 
Ammoniak und Magnesiaacetatmischung versetzt. Um das Ent- 
stehen der groBen Mengen von Ammonsalzen zu vermeiden, 
wurde bei sp&teren Versuchen das nach der Spaltung stark 
denaturierte EiweiB abfiltriert. Das Filtrat wird mit den Wasch- 
wiissern zusammen im Vakuum auf etwa 1000 ccm eingeengt, 
schwach ammoniakalisch gemacht und mit 300 ccm Magnesia- 
acetatmischung versetzt. Nach 12stiindigem Stehen wird vom 
Magnesium-ammoniumphosphat abgesaugt, das Filtrat im Vakuum 
von Ammoniak befreit und erst dann mit Eisessig auf p,, 4,7 
angesiiuert. Die Filtrate enthielten nur sehr selten noch Spuren 
von Eiweib, die auf diese Weise entfernt wurden. 

Die Aufarbeitung der ersten Spaltungen ging iiber die 
Bleifillungen. Das enteiweiBte essigsaure Filtrat wurde mit 
einem UberschuB von basischem Bleiacetat gefillt. Der volu- 
minése Niederschlag wurde abgesaugt und gut mit Wasser aus- 
gewaschen. 

Das Filtrat, dem die Waschwisser zugesetzt waren, wurde 
mit Ammoniak versetzt, der ausfallende voluminése Blei- Ammo- 
niakniederschlag abgesaugt und sehr gut ausgewaschen. 

Die Endfiltrate wurden mit Schwefelwasserstoff entbleit. 
Ihre weitere Aufarbeitung erfolgte in verschiedener Weise und 
lieferte eine Reihe von Substanzen, iiber deren Natur noch nichts 
Sicheres gesagt werden kann. 


Bei den spiteren Spaltungen wurde statt mit Bleiacetat mit 
Quecksilberacetat gefallt. Mit einer Loésung von 75 g Mercuri- 
acetat in 1000 ccm Wasser, das 5 ccm Kisessig enthilt, fillt aus 
dem KEiweiBfiltrat ein voluminéser, weiBer Niederschlag. Die 
Entfernung des Schwermetalls aus den Endfiltraten der Queck- 
silberfallungen geschah wie bei den Filtraten der Bleifillungen 
mit Schwefelwasserstoff. 


Die Ergebnisse beider Arten der Aufarbeitung sind an- 
nihernd gleich. Bei guter Spaltung ist die Quecksilbermethode 
vorzuziehen, da sie bessere Ausbeuten an den spiiter beschrie- 
benen Produkten liefert. Bei schlechter Spaltung hat die Blei- 
methode den Vorteil, daB der gré8te Teil der nicht gespaltenen 
Nucleotide mit Bleiacetat ausfaillt und man so in der Blei-Am- 
moniakfraktion doch zu verhaltnismabig reinen, phosphorarmen 
Substanzen kommt. 
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Aufarbeitung der einzelnen Fallungen. 


Das EiweiB wird so lange ausgewaschen, bis das Wasch- 
wasser keine Orcinreaktion mehr zeigt. Aus einer 100 g-Spal- 
tung erhilt man etwa 16 g trocknes KiweiB. Versuche, aus der 
Hydrolyse des Fiweib, die teils mit Pankreatin, teils mit 10°/,iger 
Schwefelsiiure durchgefuhrt wurden, Purine zu isolieren, verliefen 
negativ. 

Zur genauen Identifizierung des bei ammoniakalischer Re- 
aktion entstehenden Phosphatniederschlags wurde dieser bei einer 
Spaltung, bei der 40,7 g Magnesium-ammoniumphosphat zu er- 
warten waren, quantitativ gesammelt. Die Ausbeute betrug 39,5 ¢ 
das sind 97,5°/, der Theorie. 

0,0729 g Subst.: Gef. 0,0329 g Mg,P,0, Ber. 0,0331 g Mg,P,0,. 

Die Bleiniederschlige werden in Wasser suspendiert und 
unter hiufigem Umschitteln mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Das Filtrat vom Bleisulfid wird im Vakuum eingeengt. Es resul- 
tiert eine Substanz, die starke Orcinreaktion gibt und gebun- 
denen Phosphor enthialt. Da es sich sicher um Nucleotide han- 
delt, deren Untersuchung vorliufig nicht interessierte, wurden sie 
nicht weiter bearbeitet. 

N-Best. Kjeldahl: 0,0500 g Subst.: 4,2 cem n/10- Siiure = 11,76°/, N. 

Der Blei-Ammoniakniederschlag wird durch Waschen mit 
mehreren Litern Wasser von anhaftenden anorganischen NSalzen 
befreit, in viel Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoft 
zersetzt. Vom Bleisulfid wird kalt abfiltriert, das leicht gelbe 
Filtrat wird im Vakuum bei einer Badtemperatur von nicht mehr 
als 60° eingeengt. Dabei scheidet sich ein farbloses, teilweise 
krystallisiertes Produkt A aus. Es wird abgesaugt, mit Wasser 
nachgewaschen und getrocknet. Das Filtrat wird im Vakuum 
zur Trockne gebracht und dann mit nicht zu viel absolutem Al- 
kohol verrieben. Vom Alkohol wird abgesaugt und das sandige 
Produkt B rasch mit Ather nachgewaschen. Die alkoholisch- 
iitherischen Filtrate werden gleichfalls im Vakuum eingeengt. 
Dabei wird ein farbloses, sehr hygroskopisches Produkt C erhalten. 

Nimmt man bei gut gespaltenen Ansiitzen die Fallung mit Queck- 
silberacetat vor, so erhilt man in der gleichen Reihenfolge der Aufarbei- 
tung identische Substanzen, jedoch in bedeutend besserer Ausbeute, da mit 
dem Bleiniederschlag wohl schon ein gewisser Anteil der Substanzen mit 
ausgefillt wird. 

Die Substanz A, die sich beim EKinengen der vom Schwer- 
metall durch Schwefelwasserstoff befreiten Filtrate ausscheidet, 
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kann in sehr viel besserer Ausbeute gewonnen werden, wenn 
man den Sulfidniederschlag mit viel destilliertem Wasser aus- 
kocht. Die Ausbeuten an trocknem Rohprodukt liegen bei der 
Spaltung von 100g thymusnucleinsaurem Natrium zwischen 6 
und 7g. Im Schmelzpunktsréhrchen erhitzt (eingebracht in ein 
Paraftinbad von 95°), farbt sich das Produkt von 285° an zu- 
nehmend dunkel, ohne jedoch bis 370° zu schmelzen. Zur Identi- 
fizierung der Substanz, die weder Orcin- noch Phosphorsiiure- 
reaktion gibt, aber aschehaltig ist, wurde sie mit warmer, ver- 
diinnter Salzsiiure behandelt. Dabei blieben etwa 25°/, der 
angewandten Substanz ungelést (A,). 

1 g dieser Substanz A, wurde nach E. Fischer’) durch Erwiirmen 
mit Brom im Bombenrohr bromiert. Ausbeute: 0,77 g. 0,4 g des erhal- 
tenen Bromprodukts wurden methyliert: Ausbeute: 0,15 g. Aus heiBem 


Wasser umkrystallisiert, sinterte die Substanz beim Erbitzen im Schmnelz- 
puvktsréhrehen bei 200° und schmolz scharf bei 203—204°. 


4,959 mg Substanz gaben 6,300 mg CO,, 1,54 mg H,O. 


3,005 mg “ » 0,518 eem N, 20°, 745 mm. 
3,192mg 4 » 0,916 Br, 0,092 Rst, 29,55°/, Br. 


Fiir Bromeoffein: 
C,H,.0,N,Br (274,03). 

Ber. C 35,03°/, H 3,68, N 20,45°, Br 29,16%, 

Gef. 34,65 3,48 19,96 29,55 

Ks handelt sich bei der in Salzsiiure unléslichen Substanz A, 
also um Xanthin. 

Aus dem salzsauren Filtrat, das dunkel gefirbt war, 
schieden sich nach langerem Stehen im Kisschrank Krystalle A, 
aus, die abgesaugt und mit Wasser gut nachgewaschen wurden. 
Die Analyse ergab, daB es sich um Guaninchlorhydrat handelt. 
Im Hochvakuum iiber P,O, bei 80° getrocknet, lieferten: 

4,051 mg Substanz 4,780 mg CO,, 1,16 mg H,O. 

2,788 mg ” 0,531 mg Cl. 

Fiir C;H,ON,Cl (187,55) Ber. C 31,99°/, H 3,239/, Cl 18,91°/, 

ref, 32,18 3,20 18,69 

Das Filtrat vom Guaninchlorhydrat wurde mit Tierkohle 
entfarbt und mit ammoniakalischem Silbernitrat gefillt. Der 
gelbliche Niederschlag wurde gut ausgewaschen und mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Vom Silbersulfid wurde kalt abfiltriert und 
das Filtrat im Vakuum stark eingeengt. Dabei fiel ein farb- 
loses Produkt A, aus, das in siedendem Wasser gelist und mit 


') E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 31, S. 2550 (1898). 
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gesittigter wibriger Pikrinsiurelésung versetzt wurde. Es schied 
sich sofort ein in feinen Biischeln krystallisiertes Pikrat aus, das, 
nachdem die Lisung vollkommen erkaltet war, abgesaugt, mit 
Wasser und Alkohol nachgewaschen und aus heibem Wasser 
umkrystallisiert wurde. Durch Analyse lieB es sich als Adenin- 
pikrat identifizieren. 


4,66 1ng Substanz gaben 5,92 mg CO,, 1,93 mg H,O. 


co] 
2,543 ing ~ » 0,642 cem N, 20,5°, 771 mm. 
Fiir C,,H,,O,N, (382,16) Ber. C 34,54°), H 2,64°/, N 29,33, 
Gef. $4,65 2.47 29,79 


Die Mutterlangen vom Adeninpikrat wurden im Exsiccator 
etwas eingeengt. Nach langerem Stehen schied sich ein gut in 
Platten krystallisiertes Pikrat A, aus, dessen Analyse ergab, dab 
Hypoxanthinpikrat vorlag. 

4,810 mg Substanz gaben 6,330 mg CO,, 0,96 mg H,O. 


2,613 mg " » 9,588 eem N, 20°, 771 mm, 
Fiir C,,H,O,N, (365,13) Ber. C 36,15°/, H 1,93%, N 26,879, 
Gef. 35,89 2,23 26,60 


Dafiir, daB das Gemisch der Purine auch noch andere Sub- 
stanzen enthilt, liegt bisher noch kein Anhaltspunkt vor, doch 
muB man vielleicht auf Grund der Analysen, des allerdings noch 
aschehaltigen Rohprodukts damit rechnea, da der Stickstoffwert 
zu nieder erscheint. 

4,659 mg Substanz gaben 6,45 mg CO,, 1,52 mg H,O, 0,141 mg Asche. 

2,35 mg - » 0,607 mg N, 20,5°, 765 mm. 

Gef. C 37,759,  H 3,65%,  N 20,24, Asche 3,02°, 


Der alkoholisch-iitherische Extrakt aus dem Einengungs- 
riickstand der Purinfiltrate wird im Vakuuin bei etwa 50° von 
Alkohol und Ather befreit. Dabei erhilt man ein nahezu farb- 
loses, teilweise krystallines Produkt C (etwa 0,5 g aus 100g 
thymusnucleinsaurem Natrium). Ks gibt starke Orcinreaktion, 
enthiilt Stickstoff, dagegen keinen gebundenen Phosphor. Durch 
Umkrystallisieren aus Wasser werden feine farblose Nidelchen ; 
erhalten!), die zu Rosetten angeordnet sind. Beim Erhitzen im | 
Schmelzpunktsréhrehen firbt sich die Substanz bei 300° gelblich, . 
ohne jedoch zu schmelzen. 


N.-Best. Kjeldahl: 0,0460 g Substanz: 9,4 cem n/10-Saéure= 27,31", N. 


') Vgl. Figur auf Tafel I. 
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Aus einem Ansatz von thymusnucleinsaurem Natrium wird 
die Substanz B aus den Purinfiltraten bei Blei—Ammoniakfillung 
in einer Ausbeute von etwa 4,5 g, bei Quecksilberfillung bis zu 
6 g¢ gewonnen. Die Substanz ist leicht briiunlich gefirbt. Die 
Orcinreaktion ist positiv, je nach den Spaltwerten der Ferment- 
ansiitze enthalt sie maximal 3°/, gebundenen Phosphor. Es 
wurden verschiedene Methoden zur Reinigung versucht, doch ge- 
lang es noch nicht, véllig phosphorfreies Material in befriedi- 
gender Ausbeute zu erhalten. Das beste Material mit einem 
Gehalt von 0,5°/, Phosphor erhielten‘wir durch Behandeln des 
Rohprodukts mit trocknem LKisessig. 

2g Substanz B wurden in 50 ccm trocknen Kisessig ein- 
getragen und die Mischung fiir 24 Stunden im Kisschrank auf- 
bewahrt. Vollkommene Lésung trat nicht ein, der gallertige 
Riickstand, von dem abgesaugt wurde, liste sich auch in mehr 
Kisessig nicht. Aus dem Filtrat wurde der Eisessig in einem 
kleinen Rundkolben im Vakuum unter dauerndem Zutropfen von 
absolutem Alkohol als Essigester abdestilliert. Dabei fiel das 
Produkt als farbloses, sandiges Pulver aus, das rasch abgesaugt 
und mit Alkohol—Ather nachgewaschen wurde, Ausbeute an reiner 
Substanz B 1,5 g. Beim Erhitzen im Schmelzpunktsréhrchen 
sintert sie bei 120°, farbt sich zunehmend dunkel, bei 145° tritt 
Zersetzung unter starkem Aufblihen ein. Die wiBrige Lésung 
reagiert deutlich sauer. 

4,640 mg Substanz gaben 0,220 mg Asche, 6,780 mg CO,, 2,45 ng H,O. 

2,380 mg o » 9,240 cem N, 20°, 759 nm. 

Gef. Asche 4,75°/, C 39,859, HH 5,91,  N 11,73%, 

Zur Identifizierung der Substanz B wurden Versuche ge- 
macht, sie zu spalten. Weder 10°/,ige, noch 25°/,ige Schwefel- 
siure lieferten verwertbare Resultate. Die Orcinreaktion ver- 
schwand nicht. Spaltungsversuche mit Ameisensiure lieben 
ebenfalls erfolglos. Deshalb wurde eine Totalspaltung nach 
Kossel gemacht. Die Substanz wurde 2 Stunden lang am 
RiickfluBkiihler mit 30°/,iger Schwefelsiiure gekocht Badtempe- 
ratur 150°). Nach dem Erkalten wurde ausgeiithert. ier Ather- 
extrakt wurde mit Natriumsulfat getrocknet und bei tiefer Tem- 
peratur eingeengt. Es blieb ein gelber, sirupéser Riickstand, von 
eigenartig stechendem Geruch. Ameisensiiure konnte nicht iso- 
liert werden. Im Sirup schieden sich feine Krystalle aus, die als 
Thymin identifiziert werden konnten (Schmelzp. 320°). Der Riick- 
stand wurde zur Entfernung des Thymins in einer Kiltemischung 
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mit Ather behandelt. Die iitherische Lésung wurde vom Ather 
befreit, im sirupésen Riickstand schieden sich beim Stehen im 
Kisschrank groBe Krystalle aus. Zur Trennung wurde der Sirup 
in absolutem Alkohol aufgenommen und von den ungelisten 
Krystallen abgesaugt. Diese wurden mit Wasser gewaschen und 
im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. Dabei verwitterten 
sie stark. Beim Erhitzen im Schmelzpunktsréhrchen trat bei 85° 
leichtes Schwinden ein, bei 188—189° bildete sich eine farblose 
Schmelze. Der Mischschmelzpunkt mit wasserfreier Oxalsiiure 
gab keine Depression. 


3,487 mg Substanz gaben (P,O, ,65°, Vakuum) 3,40 mg CO,, 0,85 mg H,O. 
Fiir C,H,O, (90,02) Ber. C 26,61°/, H 2,24°, 
Gef. 26,59 2,78 


Das alkoholische Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und 
der Riickstand, der den typischen Geruch der Livulinsdure besab, 
mit Wasser aufgenommen. Die Jodoformprobe war positiv. Zur 
Reinigung wurde zunachst das Zinksalz durch Digerieren mit 
Zinkoxyd dargestellt. Es wurde mit verdiinnter Schwefelsiure 
zersetzt und die Lésung mehrmals ausgeiithert. Der Atherextrakt 
wurde eingeengt, der Riickstand mit Natriumacetatlésung und 
einer gesittigten Lésung von Semicarbazidchlorhydrat versetzt. 
Auf Reiben krystallisierte ein Semicarbazon, daB sich durch 
seinen Schmelzp. 185° und seinen Mischschmelzpunkt als Livulin- 
siiuresemicarbazon identifizieren lieB. 

In den aus guten Spaltungen stammenden Substanzen konnten 
mit Silbersulfat keine Purine ausgefillt werden. Die Filtrate 
vom Silbersulfat wurden durch Schwefelwasserstoff entsilbert und 
nach Abfiltrieren des Silbersulfids im Vakuum zur Entfernung 
des Schwefelwasserstoffs etwas eingeengt. Die dunkle Liésung 
wurde nun vorsichtig bis zum Verschwinden der kongosauren 
Reaktion mit Barytwasser versetzt und das Filtrat vom aus- 
geschiedenen Bariumsulfat im Vakuum auf ein Volumen von 
etwa 30 ccm gebracht. Dabei tiel ein dunkles Produkt aus, von 
dem abgesaugt wurde. Das Filtrat wurde weiter eingeengt und 
der resultierende Sirup unter Alkohol gehirtet. Die Orcinreak- 
tion war negativ. Zur Isolierung des Thymins wurde das Pro. 
dukt mit Ather erschépfend extrahiert. Die Ausbeute an Thymin 
war jedoch sehr gering. Der in Ather nicht lésliche Anteil 
wurde nun in wenig Wasser aufgenommen, die Lésung wurde 
tiltriert, 5°/, schwefelsauer gemacht, und mit 10°/,iger Phosphor- 
wolframsiiure gefillt. Sowohl der Niederschlag, nach Waschen 
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mit 1°/,iger Phosphorwolframsiure, sowie das Filtrat wurden mit 
heiB gesattigtem Barytwasser von der Phosphorwolframsiure be- 
freit. Das tiberschiissige Baryt wurde mit CO, aus den Liésungen 
ausgefallt und diese zur Entfernung eventuell vorhandenen Am- 
moniaks im Vakuum in Gegenwart von Bariumcarbonat eingeengt. 
Das Filtrat wurde zur Trockne gebracht, und der Riickstand 
wiederholt mit absolutem Alkohol ausgekocht. Aus den ver- 
einigten Alkoholextrakten schied sich beim Abkiihlen ein farb- 
loses, gallertiges Produkt aus. Es wurde aus 96°/,igem Alkohol 
umkrystallisiert und im Vakuum iiber Chlorcalcium getrocknet. 
Die Substanz schmilzt, nachdem sie bei 235° leicht sintert, bei 
252—254° Sie sublimiert in feinen, biischelformig gruppierten 
Nidelchen. Die Analyse ergab aus: 

2,211 mg Substanz 3,950 mg CO,, 1,68 mg H,0O. 

2,526 mg 9 0,258 eem N, 20,5°, 754 mm. 

Gef. C 48,729, H 8,50,  N 11,80%, 

Abnliche Analysendaten lieferte ein ebenfalls aus den Phos- 
phorwolframsiuretiltraten in feinen Krystallnadeln erhaltenes Pro- 
dukt, dessen Zersetzungspunkt bei 191° lag. Das Produkt ist 
ein Bariumsalz. Es gibt keine Orcinreaktion. 


5,363 mg Substanz gaben 6,025 mg CO,, 2,71 mg H,O, 1,390 mg Asche. 


3,042 mg ‘s », 0,215 eem N, 21°, 760 mm. 
39,39 mg ss 5» 13,84 mg Sulfat. 


Gef. C 30,64°/, H 5,66°/, N 8,21°/, Asche 25,92°/, Ba 20,68°/, 


Dieses Bariumsalz wurde in Wasser gelést und mit Queck- 
silberacetat gefallt. Der Niederschlag wurde gut ausgewaschen 
und mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert. Ks entstand eine 
gelbe Liésung, die mit Tierkohle entfirbt wurde. Die farblose 
Losung wurde im Vakuum zur T'rockene gebracht, die Substanz 
in wenig Wasser gelést und mit Alkohol wieder ausgefillt. Die 
Orcinreaktion war negativ. Beim Erhitzen im Schmelzpunkts- 
réhrchen bei 182° schwaches Sintern, bei 187° Zersetzung unter 
Aufschaumen. Es bildet sich eine klare Schmelze. 

4,746 mg Substanz gaben 6,820 mg CO,, 2,55 mg H,O. 

2,419 mg ¥5 » 0,211 ecm N, 22°, 767 mm. 

Gef. C 39,19°, H 6,01°/, N 10,19°/, 

In den Endfiltraten ist die Orcinreaktion noch stark positiv. 
Um einen AufschluB iiber die Natur der Substanzen zu erhalten, 
wurden bei einer Reihe von Spaitungen die Endfiltrate nach dem 
Entfernen des Schwermetalls durch Schwefelwasserstoff im Va- 
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kuum mit Wasserdampf destilliert, um das Ammonacetat zu ent- 
fernen. Der Destillationsriickstand wurde mit etwa 500 ccm 
Wasser aufgenommen, 5°/, schwefelsauer gemacht und dann mit 
einer Lésung von Phosphorwolframsiiure (1000 g auf 1000 ccm 
Wasser) gefallt. Die Phosphorwolframate wurden abzentrifugiert 
und durch Behandeln mit Aceton in zwei Fraktionen geteilt. 
Aus diesen Fraktionen konnten durch Behandeln mit Baryt und 
Kinengen der Filtrate Substanzen erhalten werden, die phosphor- 
frei waren, Orcinreaktion gaben, sich aber als Mischungen ver- 
schiedener Substanzen erwiesen, deren T'rennung noch nicht ge- 
lungen ist. 

Die Stickstoffwerte der Substanzen, deren Phosphorwolframate sich in 
Aceton lésen, liegen um 17°/,, z. B. verbrauchten nach Kjeldahl] titriert 
0,0544 ¢ Subst.: 6,3 cem n/10-Saéure = 16,98°/, N. Dagegen liegen die 
Stickstoffwerte der Substanzen aus den in Aceton unléslichen Phosphor- 
wolframaten iiber 35°/,, z, B. verbrauchten 0,0464 g Subst.: 23,50 cem n/10- 
Siiure = 35,5°/, N; und 0,0452 g Subst.: 11,0 ecm n/10-Séure = 33,62°/, N. 

Kin anderer Weg zur Isolierung der Orcinreaktion gebenden 
Substanzen ist die fraktionierte Fillung mit Alkohol—Ather. 
Mit Wasserdampf vom Ammonacetat méglichst weitgehend befreite 
Endfiltrate wurden im Vakuum zur Trockne gebracht und 
schlieBlich im Hochvakuum iiber Atzkali vollkommen getrocknet. 
Das sehr hygroskopische Substanzgemisch wurde dann unter Aus- 
schluB von Feuchtigkeit mit absolutem Alkohol verrieben. Von 
einem ungeléisten Riickstand, der hauptsichlich aus Magnesium- 
salzen bestand, wurde rasch abgesaugt. Die braune alkoholische 
Lisung wurde unter Umschiitteln mit viel Ather gefillt. Ks 
bildete sich ein flockiger Niederschlag, der sich sehr rasch zu- 
sammenballte und bei lingerem Stehen krystallisierte. Kine 
Probe gab noch schwache Orcinreaktion, die wohl von einer 
Verunreinigung herriihrte, gebundener Phosphor konnte in ge- 
ringen Mengen nachgewiesen werden. Die alkoholisch-itherische 
Liésung wurde im Vakuum eingeengt und bei einem Volumen 
von 150 ccm erneut mit Ather gefillt. Es fiel ein gelbliches 01 
aus, dessen Orcinreaktion positiv war. Es enthielt Stickstoff und 
gebundenen Phosphor. 

Aus dem alkoholisch-iitherischen Filtrat wurde beim Ein- 
engen im Vakuum iiber Atzkali ein briiunlicher Sirup erhalten, 
der keinen gebundenen Phosphor und keinen Stickstoff enthielt, 
aber eine olivgriine Orcinreaktion gab. Die Untersuchung dieser 
Substanzen ist noch nicht zum AbschluB gebracht worden. 

Zur Siiurespaltung des Endfiltrats wurde ebenfalls von 














Experimentelle Studien itiber den Nucleinstoffwechsel. 95 


Ammonacetat befreiter trockner Riickstand verwandt. Er wurde 
mit 30°/,iger Schwefelsiure 2 Stunden lang am RiickfuBkiihler 
gekocht (Badtemp. 140—150°). Nach dem Erkalten wurde mit 
Ather ausgeschiittelt und der Atherextrakt nach dem ‘Trocknen 
mit Natriumsulfat eingeengt. Es blieb eine tief gelb gefirbte 
Flissigkeit zuriick, die der fraktionierten Destillation unterworfen 
wurde. Aus den eiuzelnen Fraktionen konnten Ather, Essig- 
ester, Ameisensiiure und Essigsiiure isoliert werden. Als bei einer 
Badtemperatur von 185° kein Destillat mehr zu gewinnen war, 
wurde, um Zersetzung zu vermeiden, die Destillation abgebrochen. 
Der Kolbenriickstand war dunkel gefirbt, beim Erkalten schied 
sich ein gut krystallisiertes Produkt aus, das durch Lésen des 
Kolbenriickstandes in Alkohol in feinen Nadeln erhalten wurde. 
Ks wurde unter Zusatz von Tierkohle aus Wasser umkrystalli- 
siert. Der Schmelzpunkt lag bei 322°. Durch die Analyse lieB 
sich die Substanz als Thymin identifizieren. 


4,780 mg Substanz gaben 5,31 mg CO,, 2,06 mg H,0O. 


2,947 mg “ » 0,976 cem N, 21,5°, 745 mm. 
C.H,O,N, (126,06) Ber. C 47,599), HH 4,799/,  N 22,22%), 
Gef. 47,42 4,82 22,21 


Die alkoholische Lésung wurde im Vakuum von Alkohol 
befreit und der Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen. 
Dabei blieben geringe Mengen dunkler Schmieren ungelést. Die 
gelbliche Lésung hatte den typischen Geruch der Liivulinsiiure, 
sie gab in der Kialte Jodoformreaktion. Mit Natriumacetat und 
Semicarbazidchlorhydrat versetzt, wurde eine reichliche Kry- 
stallisation von Livulinséuresemicarbazon vom Schmelzp. 188° 
erhalten. Der Mischschmelzpunkt mit reinem Livulinsiure- 
semicarbazon zeigte keine Depression. 
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(Mit 6 Figuren im Text.) 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Oktober 1929.) 


Theoretischer Teil. 


Mit der Unterscheidung und Trennung eines dipeptidspalten- 
den und eines polypeptidspaltenden Fermentes in der Hefe, die 
wir vor mehr als 2 Jahren durchgefiihrt haben’), ist zum ersten- 
mal der Nachweis erbracht worden, da8 nicht nur an der Hydro- 
lyse der Proteine und ihrer Abbauprodukte mehrere Fermente 
beteiligt sind, sondern daB schon die Spaltung relativ einfach 
und ahnlich gebauter synthetischer Peptide nicht von einer ein- 
zigen ,,Peptidase“, sondern von mehreren spezifisch eingestellten 
und hinsichtlich ihrer Eigenschaften und Wirkungsweise scharf 
unterscheidbaren Enzymen vollzogen wird. In der Zwischenzeit 
ist auch das tierische Erepsin als ein Gemisch aus Dipeptidase 
und Polypeptidase erkannt worden’); dariiber hinaus ist aber die 
Existeuz weiterer, auf die Spaltung bestimmter einfacher syn- 
thetischer Peptide oder gewisser Peptidderivate eingestellter Fer- 


1) W. Grassmann und W. Haag, Diese Zs. Bd. 167, S. 188 (1927); 
W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, 8S. 202 (1927). 

2) E. Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls und J. Waldschmidt- 
Graser, Chem. Ber. Bd. 62, 8S. 956 (1929). 
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mente nachgewiesen oder doch wahrscheinlich gemacht worden.') 
Die Aufgabe, die verschiedenen in der Natur vorkommenden 
Peptidasen auf praparativem Wege voneinander zu scheiden und 
jede von ihnen in ihrer spezifischen Anpassung an gewisse struk- 
turelle KEigentiimlichkeiten der Substrate zu kennzeichnen, ist 
eines der wichtigsten und interessantesten Probleme der neueren 
Enzymforschung geworden. 

Die Anwendung des dipeptidspaltenden und des polypeptid- 
spaltenden Fermentes bietet zugleich eine neuartige Méglichkeit 
zur Beurteilung und Analyse von EiweiBabbaugemischen. 
Es sollte nimlich mit Hilfe der beiden Fermente gelingen, den 
in solchen Gemischen vorhandenen Anteil an Dipeptiden bzw. 
an Poly peptiden abzuschatzen und in giinstigen Fallen analytisch 
genau zu bestimmen, wofir es bisher an Methoden fehlt. In einer 
Untersuchung, tiber deren Ergebnis spiter berichtet werden soll, 
haben wir die Anwendbarkeit der Dipeptidase fiir diesen Zweck 
zu priifen begonnen. Die Gesamtzahl der in einem EiweiBabbau- 
gemisch vorhandenen, fiir Dipeptidase spaltbaren Bindungen sollte 
als ein sicheres Mab fiir die Menge der anwesenden Dipeptide 
gelten kénnen, wenn sich zeigen laBt, daB eine einzige Dipeptidase 
alle aus natiinliolen Aminosiiuren sufiaebanton normalen [Di pep- 
tide, und nur diese zu spalten vermag, und daB diese Spaltung 
— unabhiangig von der Anwesenheit anderer KiweiBabbauprodukte 
héheren oder niedrigeren Molekulargewichts — geniigend rasch 
und vollstindig verliuft. 

Was die qualitative Spezifitit der Hefe-dipeptidase anlangt, 
so haben wir bisher, abgesehen von der aus theoretischen (Griin- 
den nicht unerwarteten Sonderstellung der Prolyl-peptide?) keine 
Ausnahme angetroffen: Die untersuchten Dipeptide der Glutamin- 
siiure, des Asparagins, Serins und T'yrosins stimmen in ihrem Ver- 
halten gegeniiber der Hete-dipeptidase mit den Dipeptiden der 
einfachen Monoaminosiuren iiberein.*) 





1) Vgl. dazu besonders: E. Waldschmidt-Leitz u. Mitarb., Chem. 
Ber. Bd. 60, S. 1906 (1927); Bd. 61, S. 299, 640, 2092 (1928); Bd. 62, S. 2217 
(1929). — E. Abderhalden u. Mitarb., Penmneutdoverh: Bd. 9, S. 501 (1928); 
Bd. 10, 8. 91, 95, 159, 179, 305, 440, 474, 478, 481 (1929); Bd. 11, S. 104 
(1929) u.a. and.O. — WW. Grassmann u. Mitarb., Chem. Ber, Bd. 62, 
S. 1307 (1929). 

?) W. Grassmann, H. Dyckerhoff u. O. v. Schoenebeck, Chem. 
Ber. Bd. 62, S. 1307 (1929). 

5) Vgl. dazu W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Chem. Ber. Bd. 61, 
S. 656 (1928); W. Grassmann, Habilitationsschrift, Miinchen 19238. 
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Allerdings unterscheiden sich die verschiedenen Dipeptide 
nicht unerheblich hinsichtlich der Geschwindigkeit der Spal- 
tung. Die Hydrolyse von Leucyl-glycin durch Hefe-dipeptidase 
erfolgt z.B. init groBer und bis fast zur vollstindigen Aufspaltung 
anhaltender Geschwindigkeit, auch in Anwesenheit von Aminosiuren, 
Polypeptiden oder EiweiBkérpern. Anders ist das Verhalten des 
Glycyl-glycins und, wie es scheint, auch anderer Dipeptide, in 
denen die freie Aminogruppe einem Glycylrest angehért. Glycyl- 
glycin wird von den Praparaten der Hefe-dipeptidase im allgemeinen 
verhaltnismibig langsam zerlegt; die Spaltungsgeschwindigkeit 
nimmt zudem im Laufe des Versuches rasch ab und nur bei An- 
wendung groBer Knzymmengen und in langen Versuchszeiten kann 
eine vollstindige Durchspaltung des Peptids erreicht werden. 

Beim Vergleich verschiedener Enzympriiparate zeigt sich, 
daB das Spaltungsvermégen fiir Glycyl-glycin und fiir Leucyl- 
glycin nicht in konstantem Verhiltnis zueinander stehen. In 
0,04 n-Lésung der Peptide wird von gewissen Praparaten der 
Hefe-dipeptidase das Leucyl-glycin etwa 2,5 mal, von anderen 
aber bis zu Tmal rascher hydrolysiert wie das Glycyl-glycin. 
Noch gréBere Differenzen im Verhiltnis der beiden Spaltungs- 
geschwindigkeiten ergibt die Untersuchung tierischer Dipeptidase- 
loisungen. Alle von uns gepriiften Priparate tierischer Herkunft 
zerlegen Glycyl-glycin verhiltnismiBig gut, einzelne, insbesondere 
frische Dipeptidaselésungen aus Niere, nur wenig langsamer als 
Leucyl-glycin. Auch im Falle der Nieren-peptidase ist aber die 
Reaktionskinetik fiir die Hydrolyse der beiden Peptide eine ver- 
schiedene. Fiir die Spaltung des Leucyl-glycins ist auch hier 
ein anniihernd linearer Verlauf, fiir die des Glycyl-glycins dagegen 
rasche Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit kennzeichnend; 
immerhin kann die quantitative Aufspaltung des Glycyl-glycins noch 
mit miBbigen Enzymmengen innerhalb kurzer Zeit erreicht werden. 

Das beobachtete verschiedenartige Verhalten der Dipeptidase- 
priparate gegeniiber den beiden Peptiden fiihrte uns zu der Frage- 
stellung, ob ein und dasselbe Enzym die beiden Peptide zerlegt, 
oder ob man fiir ihre Spaltung zwei verschiedene, in wechselndem 
Verhiltnis in den Enzympriparaten anwesende Peptidasen ver- 
antwortlich zu machen hat. 

Die gleiche Frage behandelt eine vor kurzem erschienene 
Abhandlung von K. Linderstream-Lang!), in der iiber tihnliche 


') Diese Zs. Bd. 182, S. 151 (1929); vgl. ferner die im Nachtrage dieser 
Arbeit zitierten neueren Untersuchungen. 
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Befunde beim Darmerepsin berichtet wird. Nach den Beob- 
achtungen dieses Autors findet man das Verhiiltnis der Ge- 
schwindigkeiten, mit welchen das Darmerepsin die Peptide Glycyl- 
glycin und Leucyl-glycin spaltet, schwankend mit den Dar- 
stellungs- und Aufbewahrungsbedingungen des Enzyms, und zwar 
ist der Quotient 


Q = 


am kleinsten, niimlich 2,5 bei frischen Ausziigen aus Darmschleim- 
haut, am groBten, nimlich etwa 16 in lange gealterten wiibrigen 
Lisungen. Auch durch Adsorption und Elution lassen sich erheb- 
liche Verschiebungen des Quotienten erzielen. In bezug auf die 
Verschiedenheiten der Reaktionskinetik besteht Ubereinstimmung 
zwischen den Beobachtungen des diinischen Autors und den unseren. 
AuBerdem unterscheidet sich die Leucylglycinspaltung von der 
Glycylglycinspaltung durch die mehr alkalische Lage des Re- 
aktionsoptimums. Auf Grund dieser Befunde gelangt Linder- 
strem-Lang dazu, zwei verschiedene Dipeptidasen als Kompo- 
nenten des Darmerepsins anzunehmen: Die eine (,,Dipeptidase I‘) 
wirkt optimal bei p,, = 7,3, hydrolysiert Glycyl-glycin und Leucyl- 
glycin mit etwa derselben Geschwindigkeit und ist in wiiBriger 
und glycerinhaltiger Lésung nur wenig haltbar. Die andere (,,Di- 
peptidase II“) spaltet Leucyl-glycin etwa 20 mal rascher als Leucy]- 
glycin und zwar optimal bei p,, = 8,1; sie ist beim Aufbewahren 
viel bestandiger. 

Ks ist klar, daB eine solche Annahme auch zur Deutung 
unserer Befunde herangezogen werden kann. Wir glauben aber, 
daB vorliufig doch eine einfachere Erklirung den Vorzug verdient. 

DaB man aus den Schwankungen der Geschwindigkeits- 
quotienten, die bei der Spaltung zweier Substrate mit verschie- 
denen EKnzympraparaten beobachtet werden, nicht ohne weiteres 
auf die Existenz zweier in wechselndem Verhiiltnis vorliegender 
Enzyme schlieBen darf, ist bekannt und durch R. Kuhn!) aus- 
fiihrlich theoretisch begriindet worden. Im vorliegenden F alle 
laBt sich die Unzulissigkeit einer solchen Schlu&folgerung durch 
einen sehr einfachen Versuch anschaulich machen: Frische Li- 
sungen der Nieren-Dipeptidase spalten Leucyl-glycin nur um etwa 
30°/, rascher als Glycyl-glycin (Q = 1,3). Setzt man aber dem 

1) Diese Zs, 125, S. 1 (1922/23). Siehe dazu auch R. Kuhn in C. Oppen 
heimers Handb. ,,Die Fermente“, 5. Aufl., Leipzig 1925, S. 193 ff. 


Spaltungsvermégen fiir Leueyl-glycin 
Spaltungsvermoégen fiir Giycy!-glycin 
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Versuchsansatz eine miBige Menge von Alanin zu, so findet man 
die Geschwindigkeit der Leucylglycinspaltung voéllig unverindert, 
die der Glycylglycinspaltung aber auf nahezu '/, ihres urspriing- 
lichen Wertes vermindert, so daB das Verhaltnis der Spaltungs- 
geschwindigkeit beider Substrate nunmehr durch den Wert Q=6,0 
gekennzeichnet ist (Tab. 3 und Fig. 3 im experimentellen Teil). Der 
Zusatz der Aminosiiure geniigt also, um das Spaltungsvermégen 
der Nieren-Dipeptidase fiir Glycyl-glycin auf einen Wert herab- 
zudriicken, wie er fiir die Hefe-Dipeptidase charakteristisch ist. 

Diese Beobachtung war uns nicht neu. Wir haben schon 
friiher dariiber berichtet), daB die Hydrolyse des Diglycyl-glycins 
durch Hefe-Polypeptidase bei Zusatz von Leucin sehr erheblich 
verlangsamt wird, wiihrend man die Geschwindigkeit der Leucyl- 
glycyl-glycinspaltung unbeeinfluBt findet, und wir haben diese 
Beobachtung damals durch die Annahme zu deuten versucht, 
,daB die Affinitat des Enzyms zum Diglycyl-glycin weit geringer 
ist als diejenige zu den gepriiften leucinhaltigen Peptiden“. Die 
entsprechende Annahme ist aber auch geeignet, das unterschied- 
liche Verhalten der Dipeptidase gegeniiber dem Glycyl-glycin und 
dem Leucyl-glycin zu erkliren. Die in der vorliegenden Unter- 
suchung durchgefiihrten Affinitiitsmessungen zeigen in der Tat, 
daB die Affinitit der Dipeptidase zum Leucyl-glycin eine weit 
groBere ist als zum Glycyl-glycin. 

Verfolgt man die Hydrolyse des Glycyl-glycins durch Hefe- 
Dipeptidase bei wechselnder Substratkonzentration, so findet man 
die maximale Anfangsgeschwindigkeit erst bei einer ziemlich hohen 
Konzentration, nimlich, je nach dem angewandten Enzympriparat, 
in n/1- bis n/4-Lésung des Peptids (Fig. 1). Die Hialfte der maxi- 
malen Anfangsgeschwindigkeit wird bei einer Molaritit von etwa 
0,13 bzw. 0,06 gemessen. Ganz anders verhilt sich das Leucy!- 
glycin. Die Spaltungsgeschwindigkeit ist innerhalb weiter Grenzen 
von der Substratkonzentration unabhingig. Sie beginnt erst bei 
einer Konzentration von 0,004 Mol/l deutlich abzufallen und der 
entscheidende Teil der Aktivitits-p,-Kurve liegt in einem Gebiet 
sehr hoher Verdiinnung, wo aus experimentellen Griinden*) ge- 
niigend exakte Messungen des Reaktionsverlaufes nicht mebr 
durchfiihrbar sind. Die Dissoziationskonstante der Enzym-Sub- 


'! W. Grassmann und H. Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 175, 5. 18 
(1928), und zwar S. 23, 37. 

”) Vgl. dazu W.Grassmann und W. Heyde, Diese Zs, Bd. 183, S. 32 
(1929), und zwar S. 84. 
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strat-Verbindung aus Hefe-Dipeptidase und Leucyl-glycin diirfte 
von der GréBenordnung 0,001, also mindestens 60mal kleiner als 
bei der entsprechenden Glycylglycinverbindung sein. Vollig analog 
liegen die Verhiltnisse im Falle der Nieren-Dipeptidase. 

Mit der Feststellung eines so grofen Unterschiedes in der 
Affinitat zu den beiden Substraten erkliren sich nun aber die 
meisten der bei ihrer Spaltung beobachteten Unterschiede: Die 
Spaltung des Leucyl-glycins wird von Hemmungskérpern viel 
weniger beeinfluBt als die des Glycyl-glycins, denn der Hemmungs- 
kérper kann mit dem Glycyl-glycin viel eher um das Enzym 
konkurrieren als mit dem durch hohe Enzymaffinitiit ausgezeich- 
neten Leucyl-glycin. Es ist wahrscheinlich, daB auch die schein- 
bare groBere Bestindigkeit des leucyl-glycinspaltenden Fermentes 
durch diesen Umstand vorgetiuscht wird. Die Hydrolyse des 
Leucyl-glycins erfolgt im Gegensatz zu der des Glycyl-glycins mit 
anniihernd linearem Verlauf, denn weder das Auftreten von Spalt- 
produkten noch eine miBige Verminderung der Substratmenge 
werden imstande sein, die Spaltungsgeschwindigkeit dieses Peptids 
nennenswert herabzusetzen.!) Méglicherweise kénnen auch die 
von K. Linderstrem-Lang bei der Hydrolyse der beiden Pep- 
tide beobachteten Unterschiede in der p,,-Abhingigkeit auf die 
ungleiche Empfindlichkeit gegeniiber den im Enzympriiparat an- 
wesenden oder im Laufe der Hydrolyse gebildeten hemmenden 
Substanzen zuriickgefiihrt werden. Denn die hemmende Wirkung 
der Aminosiuren betrifft nach den Versuchen von E. Abder- 
halden und A. Fodor’), sowie H. v. Kuler und K. Josephson’) 
in erster Linie den alkalischen Ast der p,-Kurve. Die p,,-Kurve 
wird also unter dem EinfluB solcher Hemmungskérper nach der 
sauren Seite verschoben und diese Verschiebung wird um so 
stirker sein, je mehr das Enzym der Kinwirkung der Hemmungs- 
kérper zugiinglich, d.h. je geringer seine Affinitit zum Substrat ist. 

Zweitens ergibt sich aus unseren Messungen, daB die Affini- 
tat der Dipeptidase zu einem bestimmten Peptid keinen kon- 
stanten Wert hat, sondern von einem Enzympriiparat zum andern 





1) Zu einer iibereinstimmenden Deutung der Reaktionskinetik der 
Leucyl-glycinspaltung gelangen in einer eben erschienenen Arbeit auch 
H. vy. Euler, S. Myrbick und K.Myrbiick, Ber. Chem. Bd. 62, S. 2194 
(1929), und zwar S. 2198. 

7) E. Abderhalden und A. Fodor, Fermentf. Bd. 1, S. 533 (1916) 
und zwar S. 569. 
°) Diese Zs. Bd. 157, S. 122 (1926), und zwar S. 129. 
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wechselt. Mit dieser Feststellung ergibt sich aber, wie leicht 
einzusehen ist, eine einfache Méglichkeit um die beobachteten 
Schwankungen des Geschwindigkeitsquotienten ohne die Annahme 
zweier spezifisch eingestellter Fermente zu deuten. Ermittelt man 
nimlich den Wert von @ bei einer mittleren Substratkonzen- 
tration, z. B. in 0,04n-Lésung, wie es in unseren Versuchen der 
Fall war, so wird man im Falle der Leucylglycinspaltung an- 
nihernd die maximal mégliche Spaltung finden, da ja das gesamte 
Enzym in Form der wirksamen Enzym-Substrat-Verbindung vor- 
liegt. Fir die Hydrolyse des Glycyl-glycins gilt das nicht; die 
Knzym-Substrat-Verbindung ist noch zu einem erheblichen Bruch- 
teil dissoziiert, man mibt also nur einen Bruchteil der Maximal- 
geschwindigkeit und dieser Bruchteil ist um so kleiner, je geringer 
die Affinitiit des Enzyms zum Peptid ist. Wenn also ein einziges 
Enzym die beiden Peptide zerlegt, so wird man erwarten miissen, 
daB die relative Spaltungsfahigkeit fiir Glycyl-glycin um so kleiner, 
der Wert des in 0,04n-Lésung bestimmten Quotienten Q um so 
groBer gefunden wird, je kleiner die Substrataffinitit des unter- 
suchten Enzymmaterials ist. Das ist, wie aus den Angaben der 
Tab. 1 und aus den Fig. 1 und 2 hervorgeht, in der Tat der 
Fall: EKinem hohen Wert des Quotienten Q entspricht in jedem 
Falle eine geringe Substrataffinitit, d.h. ein hoher Wert der 


Dissoziationskonstanten A. 
Tabelle 1. 


Vergleich von Geschwindigkeitsquotient und Affinitit von Hefe- und Nieren- 




















Dipeptidase. 
K, fir | A fir so 
Enzym Yow] ota c.g, |X fir LG] 0, 
Nieren-Dipeptidase . . 1,4 0,034 0,047 < 0,001 0,65 
Hefe-Dipeptidase I. . 2,5 0,059 0,117 etwa 0,001 0,65 
’9 ” IIL . 6,9 0,13 0,32 nn | te O28 


Die Erfahrung von E.Waldschmidt-Leitz und G. v. Schuck- 
mann}), wonach die Affinitit der Dipeptidase aus Pankreas, Darm 
und Milz bei der Spaltung von Glycyl-l-tyrosin von der Herkuntt 
und vom Reinheitsgrad des Enzymmaterials unabhingig gefunden 
wird, gilt also nicht fiir die von uns gepriiften Fille. Allerdings 
finden sich auch schon in dem von Waldschmidt-Leitz und 





1) Diese Zs. Bd. 184, S. 56 (1929). 
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Schuckmann ver@ffentlichten Material gewisse Unregelmibig- 
keiten’), die auf Affinitaétsunterschiede zwischen der Pankreas- 
peptidase und den beiden anderen Peptidasen hinzuweisen scheinen. 
Weitere Erfahrungen in dieser Richtung werden abzuwarten sein. 
In der Konstanz der Substrataffinitat bei gleichzeitiger Verinder- 
lichkeit der Geschwindigkeitsquotienten wiirden wir iibrigens eher 
ein Argument gegen als fiir die EKinheitlichkeit der gepriiften 
Peptidasen erblicken. 
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Fig. 1. Substratkonzentration und Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung. 


Wiihrend die am Leucyl-glycin durengefiihrten Messungen nur zu 
einer Schitzung der Affinititskonstanten ausreichen, kann man eine strengere 
quantitative Auswertung fiir die bei der Glycyl-glycinspaltung gewonnenen 
Kurven versuchen. Man hat dabei allerdings zu beachten, daB die Kurven 
in der Darstellung der Fig. 1 — itibrigens auch simtliche von Wald- 
schmidt-Leitz (a. a. O.) gemessenen p.-Kurven — noch erheblich von der 
theoretischen Form einer Dissoziationsrestkurve abweichen: Sie sind zu 
steil, und zwar ist die Abweichung am gréBten bei der im Gebiete der 
héchsten Substratkonzentration verlaufenden Kurve der Hefe-Dipeptidase III. 
Diese Erscheinung steht wahrscheinlich im Zusammenhang mit der Tat- 
sache, daB in den Versuchen mit Glycyl-glycin keine wirkliche Konstanz 
der Reaktionsgeschwindigkeit erreicht worden ist. Vielmehr beobachtet man 
ein Geschwindigkeitsmaximum, dem bei noch héherer Konzentration ein 
deutlicher Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit folgt. Hemmungen der 


1) A.a. O. S. 68. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXNXVI. 
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Reaktionsgeschwindigkeiten durch hohe Substratkonzentrationen sind auch 
bei anderen Enzymen vielfach beobachtet worden’); die Erscheinung kann 
durch Annahmen physikalischer oder chemischer Art gedeutet werden. Fiir 
die Bewertung der vorliegenden Versuchsergebnisse ist es wesentlich, dab 
unter diesen Umstiinden das gefundene Maximum noch nicht der voll- 
stiindigen Bindung des Enzyms an das Substrat entspricht, sondern durch 
Uberlagerung eines hemmenden Einflusses zustande gekommen ist. In 
diesem Falle sind die gefundenen Kurven als unvollstiindige Dissoziations- 
restkurven zu betrachten und entsprechend auszuwerten. Wir haben also — 
vemib dem von L. Michaelis und M. L. Menten’) angegebenen Verfahren — 
den Mabstab der Ordinaten jeder Kurve so verindert, dab die Kurven sich 
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Fig. 2. Aktivitats-p_-Kurve der Hefe- und der Nieren-Dipeptidase; Substrat Glycy]-gircin 
" und Leucyl-glycin. 


bis zum Gebiete ihrer maximalen Neigung der theoretischen lissoziationsrest- 
kurve anschlieben (Fig. 2). Fiir die aus unseren Versuchsergebnissen ge- 
zogenen qualitativen Schliisse ist eine solehe Umformung belanglos; sie 
ermoglicht aber eine exakte Bestimmung der Dissoziationskonstanten der 
Enzym-Substratverbindungen und damit die Gewinnung quantitativer Er- 
gebnisse, die fiir die Kinheitlichkeit des leucyl-glycin- und des glyeyl-glycin- 
spaltenden Fermentes beweisend zu sein scheinen. 

Aus den in 0,04 n-Lisung bestimmten Geschwindigkeitsquotienten ((, 9.) 
und den Dissoziationskonstanten kann man niimlich das Verhiiltnis der Zer- 
fallsgeschwindigkeit der Glycyl-glycin- und der Leucyl-glycinverbindung 


') Vel. z B. R. Willstitter u. H. Weber, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 149, S. 156, 175 (1926); R. Willstitter, R. Kuhn u. E. Bamann. 
Chem. Ber. Bd. 61, S. 886 (1928). 

*) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 833 (1903); val. dazu R. Kuhn in C. Oppen- 
heimers Handbuch ,,.Die Fermente“, 5. Aufl. (1925), Bd. I, S. 186, Abs. b. 
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des Fermentes ((,,) fiir Hefe- und Nierenpeptidase berechnen nach der von 
R. Kuhn (a. a. O.) abgeleiteten Formel 
(S) + K, 0,04 + K, 
Qn = Ys ig) + Kg bzw. = Gz = Oo 9 04 + 7° 

worin A, und A, die Dissoziationskonstanten der Enzym-Leucylglycin- 
Verbindung bzw. der Enzymglycylglycin-Verbindung und (S) diejenige Sub- 
stratkonzentration bedeutet, bei der die Bestimmung von Q, erfolgt ist. 
Fiir die Berechnung von Q, ist die genaue Kenntnis von A, aus arith- 
metischen Griinden (A, < 0,04!) entbehrlich. Q, erweist sich fiir Nieren- 
Dipeptidase und fiir die beiden gepriiften Priiparate der Hefe-Dipeptidase 
als annahernd konstant (Tab. 1). Der Wert von (., (etwa 0,7) bestiitigt 
unsere friiher geiuBerte Vermutung'), dafS — entsprechend dem Verhalten 
der beiden Peptide gegeniiber Alkali [E. Abderhalden und Mitarbeiter?)] 
— die Leucylglycinverbindung des Ferments langsamer zerfillt als die 
Glycylglycinverbindung. 

Die Verhiltnisse legen also vollkommen analog wie im 
Kalle der Saccharose- und der Raffinosespaltung durch Hefe- 
Invertin [R. Kuhn*)], nur sind die Unterschiede der Substrat- 
affinitaten, mit den man es hier zu tun hat, noch erheblich gréber 
als dort. Trotz der beobachteten Schwankungen im Verhiiltnis 
der Spaltungsgeschwindigkeiten der beiden Peptide scheint uns 
kein ausreichender Grund vorzuliegen, um an der Identitiit des 
leucyl-glycin- und des glycyl-glycinspaltenden Ferments aus Hefe 
und Niere zu zweifeln. Allerdings scheint sich die Hefe-Dipepti- 
dase durch ihre besonders geringe Substrataffinitiit von der tie- 
rischen Dipeptidase quantitativ in charakteristischer Weise zu 
unterscheiden. Aber die Annahme qualitativ verschiedener spezi- 
fisch eingestellter Dipeptidasen oder Polypeptidasen‘) diirfte erst 
durch den Nachweis wirklich groBer Quotientenverschiebungen 
oder durch Affinitatsmessungen mit hinlanglicher Sicherheit be- 
griindet werden kénnen. 

Es soll in diesem Zusammenhang noch die Frage erértert werden, ob 
nicht auch die fiir die Unterscheidung eines dipeptidspaltenden und eines 
polypeptidspaltenden Fermentes in der Hefe mabgebenden Befunde auf die 
verschiedene Affinitiit eines Enzyms zu Dipeptid und Polypeptid zuriick- 
gefiihrt werden kénnte. Dabei hat man folgendes zu beriicksichtigen: Die 
von uns friiher®) beschriebenen Priparate der ,,dipeptidasefreien‘‘ Hefe- 


1) Diese Zs. Bd. 175. S. 18 (1928) und zwar S. 23. 

*) Diese Zs. Bd. 170, S. 134, 146, 158, 226 (1927); vgl. auch P. A. Levene 
L. W. Bass u. R. E. Steiger, Jl. of Biol. Chem. Bd. 82, S. 167 (1929). 

3} Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1928). 

*) Vgl. dazu auch E. Abderhaldenu. A. Schmitz, Fermentf. Bd. 11 
s. 104 (1929) und a. a. O. 
*) Diese Zs. Bd. 175, S. 18 (1928) und zwar S. 27. 
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Polypeptidase spalten, wenn man die ungiinstigsten Annahmen hinsichtlich 
der méglichen Versuchsfehler macht, Leucyl-glycyl-glycin mindestens 2000 ma! 
rascher als Leucyl-glycin. Umgekehrt beschreiben wir in dieser Arbeit ein 
Priiparat der Dipeptidase, das Leucyl-glycin mindestens 300 mal rascher 
zerlegt als Leucyl-glyeyl-glycin. Der Quotient fiir die Spaltung beider Sub- 
strate ist also im Verhiltnis 1: 600000 verschoben. Nun sind die Grenzen, 
innerhalb deren bei der Einwirkung eines Enzyms auf 2 Substrate von 
verschiedener Affinitit der Aktivitiitsquotient maximal schwanken kann, 
gegeben durch die Gleichung 


worin A, und K,, die Affinitiitskonstanten fiir die beiden Substrate, Q,, und 
Q, die gré8ten und die kleinsten Werte des Quotienten sind. Zur Erklirung 
der experimentell beobachteten Schwankungen des Quotienten miiBte man 
also die Annahme machen, daB die Affinitiiten zu beiden Substraten min- 
destens im Verhiiltnis 1: 600000 voneinander abweichen. Diese Méglichkeit 
laBt sich aber, schon ohne exakte Affinitiitsmessungen, auf Grund des vor- 
liegenden Materials mit Sicherheit ausschlieBen. 


Experimenteller Teil. 


1. Das Enzymmaterial. 


Die tierische Dipeptidase finden wir in den rohen Glycerin- 
ausziigen der Organe (Glyceringehalt etwa 70°/,), nicht aber in 
rein wiBriger Lésung’), fiir die Zwecke der vorliegenden Unter- 
suchung geniigend haltbar. Die Hefe-Dipeptidase ist dagegen in 
ihren rohen oder gereinigten Liésungen auch in Gegenwart von 
Glycerin so wenig bestindig, dab die Durchfiihrung griéBerer 
Versuchsserien auBerordentlich erschwert, wenn nicht unmédglich 
gemacht wird. Die Gewinnung haltbarer und einigermaBen wirk- 
samer T'rockenpriparate des empfindlichen Enzyms ist schwierig 
und von der genauen Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen 
abhiingig. Die nach den friiher beschriebenen*) Verfahren von 
der Polypeptidase und der Proteinase befreiten Loésungen des 
Enzyms kénnen nur unter groBem Verlust an Aktivitit zur 
Trockene abgedunstet werden. Auch durch Fiallung mit Methy|- 
und Athylalkohol oder mit Dioxan werden aus den Lisungen 
nahezu unwirksame Trockenpraparate erhalten. Am besten be- 
wihrt hat sich die Fiallung mit Aceton, doch fihrt auch hier 


1) Kuhn, a.a. O. 

2) Vel. dazu E, Waldschmidt-Leitz u. A. Schiffner, Diese Zs 
4.151, S. 31 (1926) und zwar S. 44. 

3) Diese Zs. Bd. 167, S. 188 (1927) und zwar 8.198 und 202; Chem. 
Ber. Bd. 61, 8S. 656 (1928) und zwar S. 663. 














Zur Frage der Einheitlichkeit tierischer u. pflanzlicher Dipeptidase. 37 


das iibliche Verfahren zu Priparaten von stark wechselnder und in 
allen Fillen ziemlich geringer Wirksamkeit. Zur Erzielung brauch- 
barer Ausbeuten ist die Anwendung reinen Acetons und rasches 
Arbeiten bei tiefer 'emperatur erforderlich. Entscheidend ist 
indessen die genaue Kinhaltung der geeigneten Wasserstoffionen- 
konzentration. 

Vermischt man eine gegeniiber bromthymolblau neutral 
reagierende Lésung des Enzyms mit neutralem Aceton, so findet 
man die Reaktion der Mischung — vermutlich infolge der durch 
das organische Lésungsmittel bewirkten Verstiirkung des sauren 
Charakters anwesender amphoterer Substanzen — _ betriichtlich 
nach der sauren Seite verschoben. Im Aceton—Wassergemisch 
scheint nun die Siiureempfindlichkeit des Enzyms_betrichtlich 
verstiirkt zu sein. Die Ausbeuten lassen sich erheblich, mitunter 
um ein mehrfaches verbessern, wenn man dem zur Fillung 
dienenden Aceton so viel Alkali — z. B. in Form von nj5-alkoh, 
KOH — zufiigt, daB die Aceton—Wassermischung, aus der die 
Hillung ertolgt, gegeniiber Bromthymolblau die fiir p,, = 7 
charakteristische Farbung zeigt. 

Zur Gewinnung proteolytisch einheitlicher Trockenpriparate 
der Hefe-Dipeptidase ist die vollkommene Entfernung der Poly- 
peptidase aus den Loésungen, die nach der Adsorptionsmethode 
nur unter erheblichen Verlusten an dipeptidspaltendem Enzym 
erreichbar ist, weder notwendig noch zweckmiiBig. Es hat sich 
nimlich gezeigt, daB die in den Liésungen noch vorhandene Poly- 
peptidase sich in den ersten Anteilen des Acetonniederschlages 
anhaiuft und demnach durch geeignete Fraktionierung leicht von 
der Hauptmenge der Dipeptidase abgetrennt werden kann. Dies 
gilt indessen nicht fiir die eiweiBspaltende Komponente des Ge- 
misches. Die Proteinase muB daher vor der Acetonfillung voll- 
standig aus der Lésung entfernt werden. Dies erreicht man am 
sichersten, indem man der onerdeadsorption noch eine mehr- 
malige Behandlung mit Kaolin folgen JiBt. Dipeptidase wird 
dabei kaum adsorbiert; dagegen geht neben der Proteinase hiutig 
noch ein Teil der vorhandenen Polypeptidase in das Adsorbat iiber. 


Versuch 1. Fraktionierte Fiillung bei verschiedener [H_’|. 


Fiir den Versuch diente ein Neutralautolysat, das zur teilweisen Ent- 
fernung der Polypeptidase einer dreimaligen Adsorption mit Tonerde unter- 
worfen worden war. Es enthielt im Kubikzentimeter 3,6 Di.-E. und 1,6 Po.-E. 
Zur Ausfillung einer ersten Fraktion versetzte man je 40 cem mit 22 ccm 
Aceton und zwar a) ohne Zusatz, b) unter Zusatz von so viel Alkali, daB in 
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der Mischung p;,; = 7,0 (Bromthymolblau) hergestellt wurde. Der entstandene 
Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit Aceton und Ather getrocknet, 
die Lésung zur Gewinnung einer zweiten Fraktion erneut mit je 18 eem 
Aceton versetzt. Die folgende Zusammenstellung zeigt den Enzymgehalt 
der gewonnenen Trockenpriparate, ausgedriickt in Einh./mg. 


1. Fraktion 2. Fraktion 
Di- Poly- Di- Poly- 
peptidase peptidase peptidase peptidase 
a) Fillung ohne Zusatz . . 0,035 0,079 0,012 0,000 
b) Fillung bei py = 7,0. . 0,053 0,110 0,078 0,000 


Versuch 2. Beispiel fiir die Darstellung eines Dipeptidase- 
Trockenpriiparates. 


1 kg frischer PreBhefe wurde mit einer Mischung von 70 eem Toluo! 
und 15 ccm Essigester verfliissigt, mit 1 Liter Wasser versetzt und nach 
Abtrennung einer unwirksamen Vorfraktion entsprechend dem friiher') be 
schriebenen Verfahren 20 Stunden bei py, = 6,4 bis 6,8 der Autolyse iiber- 
lassen. Die gewonnene Enzymlésung enthielt im Kubikzentimeter 8,3 Di.-E. 
und 2,1 Po.-E. 

300 cem der Lésung (2500 Di.-E. und 630 Po.-E. enthaltend) wurden 
mit Essigsiiure auf anniihernd py, = 5 eingestellt und mit 5 cem n/1-Acetat- 
putter gleicher Reaktion versetzt; zu der Mischung fiigte man 20 ecm einer 
Tonerdesuspension der Sorte C, (entsprechend 360 mg Al,O,). Die nach 
dem Abzentrifugieren der Tonerde gewonnene Lésung enthielt noch 1800 Di.-E. 
und 287 Po.-E. Die Adsorption wurde nun dreimal hintereinander mit je 
360 mg einer gemiB dem Verfahren der 8. Mitteilung?) vorbehandelten Ton- 
erde wiederholt. Die Dipeptidase verminderte sich dabei nur unwesentlich 
(1680 E.), die Polypeptidase auf 130 E. Die Restlisung versetzte man zwei- 
mal hintereinander mit je 50 cem einer Suspension von gewohnlichem, nicht 
mit HCl behandeltem Kaolin (1 cein = 300 mg Kaolin), worauf sie noch 
1430 Di.-E. und 120 Po.-E. enthielt. 

120 cem der erhaitenen Lésung (380 Di.-E. und 30 Po.-E. enthaltend) 
wurden bei etwa 0° mit 65 cem reinem Aceton vermischt, und zwar unter 
Zusatz der zur Erzielung einer genau neutralen Reaktion erforderlichen 
Menge Alkali (s. oben). Der sofort abgetrennte Niederschlag (300 mg) wurde 
mit Aceton und Ather getroeknet; er enthielt 9,5 Po.-E., aber nur 6 Di.-E. 
Auf weiteren Zusatz von 60 cem Aceton zu der Lésung erfolgte die Ab- 
scheidung yon 1,06 g eines Niederschlages, der, in iiblicher Weise getrocknet, 
54°, der angewandten Dipeptidase entiielt, aber frei von Polypeptidase 
und Proteinase war. 

6 mg ergaben unter den Bedingungen der Dipeptidasebestimmung in 
1 Stunde eine Hydrolyse entsprechend 1,62 eem n/5-KOH; die Versuchs- 
probe enthielt demnach 1,1 E., die Gesamtmenge 194 E. der Dipeptidase. 
— S8mg ergaben unter den Bedingungen der Polypeptidasebestimmung be: 
der Einwirkung anf 49 mg d,l-Leucyl-glycyl-glycin in 2 Stunden keine med 
bare Hydrolyse. — Bei der Einwirkung auf Gelatine unter den Bedingungen 





1) Diese Zs. Bd. 167, S. 188 (1927) und zwar 58. 198. 
*) Ebenda, 8S. 195 und 199. 
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der Proteinasebestimmung bewirkten 40 mg in 3 Tagen keinen meBbaren 
Aciditiitszuwachs und keine deutliche Verminderung des Erstarrungsver 
mogens der Gelatine. 


2. Verhalten der Dipeptidase verschiedener Herkunft gegeniiber 
Leucyl-glycin und Glycyl-glycin. 


Alle von uns gepriiften Dipeptidasepriparate spalten unter 
den in den Versuchen der Tab. 2 eingehaltenen Bedingungen 
Glycyl-glycin langsamer als Leucyl-glycin, aber die Geschwindig- 
keitsunterschiede sind bei den verschiedenen Priiparaten recht 
ungleich. Bei den Ausziigen aus Schweineniere bleibt die Spal- 
tung des Glycyl-glycins nur um etwa ein Drittel hinter der des 
Leucyl-glycins zuriick (siehe dazu auch Tab. 3), bei der Peptidase 
aus Leber, Lunge, Milz und Darm sind die Unterschiede schon 
betrichtlicher und die gepriiften Priiparate der Hefe-Dipeptidase 
spalten Leucyl-glycin um ein mehrfaches, z. B. um das 7fache 
rascher als Glycyl-glycin. Zur Kennzeichnung der Priiparate ist 
aus dem gemessenen Reaktionsverlauf fiir die Spaltung beider 
Peptide die Anfangsgeschwindigkeit graphisch extrapoliert und 
der Quotient der fiir die beiden Peptide ermittelten Anfangs- 
geschwindigkeiten (Geschwindigkeitsquotient @) gebildet worden. 

Zu den Versuchen wurde das Leucyl-glycin in der Form des Race- 
mats angewandt. Es ergibt sich aus den Angaben der Tabelle, sowie aus 
zeitlich noch linger ausgedehnten Versuchen, die hier nicht wiedergegeben 
wurden, dab das d-Leucyl-glycin von den angewandten Fermenten auch 
nicht spurenweise angegriffen wird. In diesem Punkte stimmen unsere 
Ergebnisse tiberein mit der herrschenden Meinung der Literatur’), nicht 
uber mit den Angaben von K. Linderstreom-Lang.’) Auch in den Ver- 
suchen des diinischen Forschers sind allerdings selten erheblich mehr als 
50°, des Racemats hydrolysiert worden, immerhin diirfte eine Aufklirung 
der abweichenden Befunde, die sich kaum auf Versuchsfebler zuriickfiihren 
lassen, wichtig und aufschluBreich sein. 

DaB trotzdem der Wert des Quotienten @ nicht fiir ein 
Enzym bestimmter Herkunft charakteristisch ist, zeigen die Ver- 
suche der Tab. 3. Durch Alanin, und, wie man wohl annehmen 
darf, noch durch viele andere Hemmungské6rper, wird die Glycyl- 
glycinspaltung, aber nicht die Hydrolyse des Leucyl-glycins er- 
heblich verlangsamt. Der Wert des Quotienten wird durch den 





1) Siehe dazu z. B. die neueren Versuche von P. A. Levene, R. E. 
Steiger und L. W. Bass, Jl. of Biol. Chem. Bd. 82, 8. 155 (1929); ferner 
H. v. Euler, V. Myrbick, u. K. Myrbiick, Chem. Ber. Bd. 62, 5. 2194 
(192%), und zwar S. 2198. 

*) A. a. O., und zwar S. 170ff. 
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Tabelle 2. 
Spaltung von Leucyl-glycin und Glveyl-glycin durch Dipeptidase verschiedener Herkunft. 
(fu der Titrationsprobe von 2 cem sind enthalten 0,08 Millimol Glyeyl-glycin bzw. 0,16 Millimol d,l-Leueyl- gly cin; 
Py = 7,8; m/45-Phosphatgemisch. ‘Titration mit n/20-KOIH (100 bzw. 50° Spaltung = 1,60 eem); 40°.) 





Knzvin- ’ 

Spaltung (cem n/20-KOH) 
, menge , ; 
Enzym aes ieee Substrat sicaiid seaneiinlie ie deaeeckei —- if Ff 


mg) | | 120 180 Min. | 80 Min.) 





Niere, Glycerinauszug, L.-G. 1,48 
1 Tag alt G.-G. | 0,93 0,68 
Niere, Glycerinauszug, L.-G. 0,78 ; 1,62 1,66 
42 Tage alt G.-G. 0,50 1,00 1.15 
Milz, Glycerinauszug, L.-G. 0,28 1,09 
21 Tage alt ; G.-G. 0,18 0,61 
Lunge, Glycerinauszug, L.-G. ~— 0,77 
2 Tage alt G.-G. 0,08 0,48 
Leber 1, Glyecerinauszug, L.-G. 1,37 
frisch G.-G. 


0,98 


0,56 
0,38 
0,38 
0,26 

= 1,29 
0,89 1,04 1,80 0,75 
Leber 2, Glycerinauszug, L.-G. 25 0,74 1,03 1,62 0,50 

21 Tage alt G.-G. 2 0,29 0,41 


0,90 0,20 
Darm, Glvcerinauszug, L.-G. 2 0,45 1,31 0,25 
23 Tage alt ; G.-G. 0,19 0,45 0,10 
Hefe-Dipeptidase, Trock.- L.-G. 0,92 
Priiparat I G.-G. 


1,58 0,46 
0,26 0,44 0,18 
Hefe-Dipeptidase, Troek.- L.-G. 0,55 


1,60 0,28 
Priiparat II G.-G. 


0,13 0,29 0,06 
Hefe-Dipeptidase, Trock. L.-G. 0,30 


1,60 0,76 
Priiparat ITI G.-G. 0,08 


0,21 0.11 
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Alaninzusatz um einen Betrag verschoben, der den beim Vergleich 
verschiedener Dipeptidasepriparate in unseren Versuchen beob- 
achteten Differenzen gleichkommt. 


Tabelle 3. 


Hemmung der Glycyl-glycinspaltung und der Leucylglycinspaltung durch 
d-Alanin. 
(In der Titrationsprobe von 2 ccm sind enthalten: 0,1 cem Glycerinauszug 
aus Niere, 20 Tage alt; 0,08 Millimol Glycyl-glycin bzw. 0,16 Millimol 
d,l-Leucyl-glycin. py = 7,8; m/45-Phosphatmischung. ) 






































Guts Spaltung (cem n/20-KOH) Y 
Bis Zusatz (ecm in () 
nian 20 40 | 60 | 90 | 120 150 Min.] 30 Min. 
| 
L.-G. _- 0,67 | 1,14 | 1,50 , 1,52 | 1,59 — 1,26 13 
GG. — 0,49 | 0,93 | 1,23 | 1,44 1,48 = 1,53 0,94 
r-G. |f 11mg |] 0,66 1,12 | 1,55 | 1,53 | 1,57, — i). 
(3.-G. }\d-Alaninf] 0,13 0,24 | 0,32 0,54 | 0,61 0,65 0,21 
f See 
15} é enim 
! je ial _—s 
| ral 
ioe” y IU 
b 70/- y Glycyl-glycin Alavi 
p Leucyl~glycin Fi < i 
' / gee | 
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Fig. 5. Hydrolyse von Glycyl-glycin und von Leucyl-glycin in Gegenwart und in Abwesenheit 
von Alanin. 


3. Affinitat der Dipeptidase aus Hefe und Niere zu Glycyl-glycin 
und zu Leucyl-glycin. 


Die durchgefihrten Affinitiitsmessungen (Tabb. 4—8) beziehen 
sich einerseits auf Hefe-Dipeptidase, die durch einen sehr hohen 
Wert des Geschwindigkeitsquotienten, also durch relativ geringes 
Spaltungsvermégen fiir Glycyl-glycin ausgezeichnet ist, anderer- 
seits auf die Dipeptidase der Niere, die sich in dieser Hinsicht 
unter allen untersuchten Dipeptidasen am weitesten von der 
Hefe-Dipeptidase entfernt. In den Versuchen wurde, entsprechend 
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dem bei den Carbohydrasen und Esterasen allgemein iiblichen 
Veriahren, bei wechselnder Substratkvnzentration ein nicht zu 
kleiner Teil des Reaktionsverlaufes gemessen und aus den ge- 
fundenen Werten jeweils die Antangsgeschwindigkeit graphisch 
extrapoliert. Erst die Kenntnis der Anfangsgeschwindigkeiten 
vermittelt ein zutreffendes Bild von den Affinititsverhiltnissen: 
es diirfte daher, falls die Reaktionskinetik einigermaBen stark 
von der linearen abweicht, kaum geniigen, bei jeder Substrat- 
konzentration jeweils nur eine einzige Messung durchzufihren, 
auch wenn diese dem Reaktionsbeginn noch ziemlich naheliegt. 
Die ermittelten Anfangsgeschwindigkeiten sind in den letzten 
Spalten der Tabellen sowohl ihrem absoluten Wert nach (in 
ccm/Stunde) angegeben, als auch in Prozenten der in den Kurven 
der Tab. 1 zugrunde gelegten Maximalgeschwindigkeiten (v,,,.). 


Tabelle 4. 


Spaltung von Glycyl-glycin durch Hefe-Dipeptidase, Priparat I, bei 
wechselnder Substratkonzentration. 
(In der Titrationsprobe von 5 ccm sind enthalten 10 mg Dipeptidasetrocken- 
priparat I nach Abschnitt 1 (Y= 2,5); pi = 7,6, eingestellt durch NH,; 





t = 40°.). 
Peptid- Spaltung in cem n/20-KOH Anfangsgesch windig- 
ieaacelns nach keit 2, 
tration | in ~~, 
nm: “| |’ | | 120 Min. | .om/Stunde von 2,,,, 
0,016 0,18 0,31 0,40 0,44 0,36 13 
0,032 : 030 0,48 | 0,62 0,70 0,66 33 
0.064 0.25 0,52 0,90 | 1,16 1,40 1,08 54 
0,128 0,37 0,68 1,15 1,50 1,85 1,56 78 
0,256 0,43 G,79 1,31 1,73 2,08 1,85 92 
0,512 0,48 0,93 1,70 | 2,40 2,90 1,90 95 
1,024 0,75 1,55 2,17 2,90 1,58 79 








Unax = 2,00; Ai, = 0,059; Ayo, = 0,117. 


Im Gebiete sehr hoher Substratkonzentrationen wird in allen 
Killen wieder ein Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit beob- 
achtet. Dieser Abfall liegt beim Glycyl-glycin, nicht aber beim 
Leucyl-glycin, in einem Bereich, das fiir die Beurieilung de 
Aftinitiitsverhiltnisse noch wesentlich ist. Die Werte von A 
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d. h. derjenigen Substratkonzentration, bei der die Reaktions- 
geschwindigkeit gleich der Hilfte von x,,,, ist, entsprechen also 
beim Glycyl-glycin nicht ohne weiteres den Dissoziationskonstanten 
der Enzym-Substratverbindung. Zur Ermittlung der wirklichen 
Dissoziationskonstanten (A) wurden daher die ps-Kurven durch 
Veriinderung des Ordinatenmafstabes nach der Tangentenmethode !) 
umgeformt (Fig. 2). 


Tabelle 5. 
Spaltung von Glycyl-glycin durch Hefe-Dipeptidase, Priiparat II], bei 
wechselnder Substratkonzentration. 
Angewandt 10 mg Dipeptidase-Trockenpriiparat [Il (VY = 6,9); alles iibrige 
wie Tab. 4. 











Peptid- Spaltung in ecm n/20-KOH rn 

konzen- nach 

tration 1“ | ‘a a ” | 90 Mi; in | m=”, 

(Mol ; Lit.) | . o | vy 242+ Teem/Stunde| von —_ 
0,064 0,14 | 0,20 0,25 0,33 0,45 0,33 | 24 
0,128 — | 0,28 0,57 0,80 — 0,80 53 
0,384 0,33 | 0,63 — | ge 1,97 1,28 85 
1,024 0,35 | 0,7 — | 25 1,9 1,50 100 

Umax = 1,90; Ar = 0,13; Ay. = 0,31. 


Alle Angaben der Tabb. 4—8 beziehen sich auf die Titrationsprobe 
von 5cem. Doch wurden im Gebiete sehr hoher Konzentrationen zur Ver- 
meidung allzu hoher Anfangsacidititen vielfach kleinere, im Gebiete hoher 
Verdiinnung zur Erzielung hinlinglich groBer Ausschiliige stets gréBere 
Volumina zur Titration angewandt und die gefundenen Werte entsprechend 
umgerechnet. 

Zur genauen Erfassung des ‘Titrationsendpunktes wurde in allen 
Fiillen auf die Farbe einer Vergleichslésung hintitriert.?) Am _ vorteil 
haftesten ist es, eine etwas stiirker und eine etwas schwiicher gefirbte 
Vergleichslésung zu benutzen und die Titration an dem Punkte zu beenden. 
wo der Farbton der Titrationsprobe in der Mitte zwischen dem der beiden 
Vergleichslésungen liegt. Die Versuchsfehler sind bei diesem Verfahren, 
wie besonders aus den Figg. 3—5 hervorgeht, recht gering, wenigstens im 
Gebiete mittlerer Peptidkonzentrationen. Bei sehr groBer Verdiinnung wird 
die Titration ungenau; aber auch im Gebiete sehr hoher Konzentration 
wachsen die Versuchsfehler im allgemeinen an, weil hier einer sehr hohen 
Anfangsaciditiit nur ein relativ geringer Aciditiitszuwachs gegeniibersteht. 


1) L. Michaelis und M. L. Menten, a. a. O. 
*) Vgl. dazu W. Grassmann u. W. Heyde, Diese Zs. Bd. 183, 8. 32 
(1929) und zwar S. 35. 
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Die Wasserstoffionenkonzentration wurde durch Zusatz von Ammoniak 


eingestellt und auf colorimetrischem Wege sorgfiltig kontrolliert. 


Sie er- 


fiihrt wihrend des Versuches eine Verschiebung rach der alkalischen Seite, 
die indessen innerhalb des ersten Drittels der Reaktion fiir die Ergebnisse 
belanglos bleibt. Von einem Pufferzusatz wurde abgesehen, da die Schiirfe 
des Indicatorumschlages dadurch beeintriichtigt wird. 

Im Falle der Glycylglycinspaltung ist es zur Erreichung der Maximal- 
geschwindigkeit notwendig, den Loslichkeitsbereich des Peptides voll aus- 
zunutzen, was bisher weder in den Versuchen von H. v. Euler und 
K. Josephson’), noch in denen von EK. Waldschmidt-Leitz und 
G. v. Schuckmann?) geschehen ist. Es gelingt, etwa 2,2 molare Lésungen 
des Glycyl-glycins herzustellen, wenn man die zur Einstellung von p,, = 7.8 
benétigte Menge NH, schon bei der Auflésung des Peptids zusetzt. 

Die Messungen am Leucyl-glycin betrachten wir als vorliiufige, einer- 
seits wegen der verhiltnismiBig groBen Ungenauigkeit, mit der bei der 
Titration hochverdiinnter Lésungen zu rechnen ist, andererseits wegen der 
Verwendung racemischen Peptids. Fiir die SchluBfolgerungen des theo 
retischen Teiles geniigt die durch die Versuchszahlen vollig gesicherte Fest- 
stellung, daB die Affinitiit zum Leucyl-glycin erhebiich, mindestens 60 mal 
gréBer ist als die zum Glyeyl-glycin. 


Tabelle 6. 
Spaltung von Glycyl-glyein durch Nieren-Dipeptidase bei wechsvlnder 
Substratkonzentration. 


(In der Titrationsprobe von 5 ccm sind enthalten 0,1 cem Glycerinauszuy 
1:4 aus Schweineniere, 4 Tage alt (Y = 1,4). Alles iibrige wie in Tab. 4). 




















‘ Spaltung in cem n/20-KOH 
Peptid- nach Uo 
konzen- -  hacemnenete ; neces — 
tration 15 30 45 60 90 /|120 Min ped iil 

Pr ‘}eem/Stde. von 2,,,, 
0,004 | 0,07 0,14 | 0,19 | 0,22 | — , 0,30 § 
0,008 | 0,15 | 0,27 | 0,37 | 0,48 1055 — 0,65 17 
0,016 0,25 0,49 0.70 | 0,82 | 1,04 -_— 1,10 30 
0,032 | 0,40 0,61 | 0,94 | 1,21 | 1,48 1,69 1,85 50 
0,064 | 0,55 | 1,02 | 1,89 | 1,68 | 2,14 2,46 2.45 66 
0,128 | 0,76 | 1,85 | 1,75 | 212 | — - 3,15 85 
0,256 0,82 1,52 2,20 | 2,70 — — 3,50 95 
0.512 | 0,60 1,10 | 1,48 | 1,85 | oe 2,55 69 
max = 8)103 Ky, = 0,084; Kyorg, = 0,047. 


1) 


2) 


Chem. Ber. Bd. 59, 8S. 262 (1925/26). 
Diese Zs. Bd. 184, S. 56 (1929). 
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Spaltung von Leucyl-glycin durch Hefe-Dipeptidase bei wechselnder 


Substratkonzentration. 


(In der Titrationsprobe von 5 ecm sind enthalten 3,75 mg Dipeptidase 


Trockenpriiparat I; alles iibrige wie in Tab. 4.) 





Konzen- 
‘ration 
des 
!-Peptids 
(Mol, Lit.) 


0,001 
0,002 
0.004 
0,008 
9.016 


0,032 





0,07 


Fj a 


10 


0,10 
0.13 
0,18 
0,22 
0,21 


0,23 


Spaltung in cem n/20-KOi! 
nach Minuten 


40 | 60 


| 120 


| 


180 


1,52 


2,99 








in 
eem/Stde. 


(0,84) 
0,90 
1,08 


A = etwa 0,001. 














15 20 | 25 
| 
0.10; — — — 
0,16 | 0,18 | — — 
0,27 | 0,35 | 0,37 — 
— | — | 056 | 0,70 | 0,73 
— | 0,54! 0,84 1,26 
— 0,56 | 0,88 1,38 
= 1,58; <A, = etwa 0,001; 
4 T J 
0&8 ‘p } 
V4 


Spaltung von Leucyl-glycin durch Nieren 





Substratkonzentration. 





-Dipeptidase bei wechselnder 


in 


von v... 
max 


(61) 
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Tabelle 8. 
Spaltung von Leucyl-glycin durch Nieren-Dipeptidase bei wechselnder 
Substratkonzentration. 


(In 5 cem des Versuchsansatzes sind enthalten 0,05 ecm Glycerinauszug 
aus Schweineniere wie Tab. 6; 3 Tage ait. Alles iibrige wie Tab. 4.) 




















onsen- Spaltung in cem n/20-KOH , 
nach Minuten ° 
tration a 7 
des | ¥ ; pices in in ° 
|-Peptids ' | ” . - 100 | cem/Stde.| von v 
| oe | | ; nt 
0,002 0,09 0,15 | 0,18 —_— — — 1,25 7 
0,004 0,13 | 0,27 | 0,87 | 0,89 —- — 1,62 | 100 
0,016 — | o9T | — 0,79 | 1,87 | 1,40 1,62 100 
0,032 — | 0,26 — 0,78 | 1,40 | 2,18 156 | 96 
0,064 — | 0,20 | — | 0,60 | 1,24 | 1,92 1,24 77 
Umax = 1,62; Ay < 0,001: A < 0,001. 
Nachtrag. — In zwei soeben veroffentlichten Mitteilungen 


haben K. Linderstrem-Lang und Masakazu Sato’), sowie 
auch H. v. Kuler, 8S. Myrbick und K. Myrbick?) neues experi- 
mentelles Material zu der in der vorliegenden Abhandlung ge- 
priften Frage beigebracht. Die beiden Untersuchungen bereichern 
unsere Kenntnisse zuniichst durch die Hinbeziehung eines weiteren 
pilanzlichen Enzyms, der Dipeptidase des Malzes. Euler und 
Mitarbeiter berichten iiber die Beobachtung, .daB Extrakt aus 
gekeimter Gerste Leucyl-glycin rund 15—20 mal und Alanyl- 
slycin rund 8 mal so schnell spaltet wie Glycyl-giycin™, ,und dab 
sich also die Dipeptidspaltung des Malzes von derjenigen durch 
andere Organextrakte hinsichtlich des Verhiiltnisses der Wirk- 
samkeit auf Glycyl-glycin und Leucyl-glycin wesentlich unter- 
scheidet“. Diese Erfahrung gilt indessen nach den Beobachtungen 
von Linderstroem-Lang nur fiir wiBrige Malzausziige: Frische 
Glycerinextrakte aus Malz spalten Leucyl-glycin nur etwa 3 mal 
rascher als Glycyl-glycin. Ks erscheint uns wahrscheinlich, dab das 
semeinsame und wesentliche Merkmal der Dipeptidase aus wibrigen 
Malzausziigen, Hefeautolysaten und lange gealterten wibrigen Organ- 
extrakten die geringe (scheinbare) Affinitiit zum Substrat ist, und 
wir nehmen an, daB man fiir die Herabsetzung der Affinitit die 


1) Diese Zs. Bd. 184, 8. 83 (1929). 
?) Chem. Ber. Bd. 62, 8S. 2194 (1929). 
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Begleitstoffe des Enzyms, vielleicht EiweiBabbauprodukte, ver- 
antwortlich zu machen hat, die bei der Gewinnung, Aufbewahrung 
und Verarbeitung der waBrigen Ausziige, aber nicht so sehr in 
Gegenwart von Glycerin, in Lésung gebracht bzw. gebildet werden. 
Nach den Beobachtungen von Linderstrem-Lang schwankt 
auch der Quotient 
Spaltungsvermégen fiir Leucyl-glycin 
Spaltungsvermégen fiir Alanyl-glycin 


bei verschiedenen Enzymmaterialien innerhalb weiter Grenzen, 
nimlich etwa im Verhaltnis 1:20, und zwar gilt die Regel, dab 
diejenigen Priiparate, welche Glycyl-glycin relativ gut spalten, 
auch durch ein besonders hohes Spaltungsvermoégen fiir Alany!- 
glycin ausgezeichnet sind. Die Schwankungen des Quotienten 
Spaltungsvermoégen fiir Alanyl-glycin 
Spaltungsvermogen fiir Glycyl-glycin 
sind nicht sehr groB und wenig charakteristisch. Zur Beurteilung 
der ()uotientenschwankung ware die Kenntnis der Affinitat zum 
Alanyl-glycin wesentlich. Es scheint uns méglich, auch die neuen 
Ergebnisse von Linderstrem-Lang ohne die Annahme zweier 
qualitativ verschiedener Dipeptidasen zu deuten, wenn sich zeigen 
laBt, dab der Enzymverbindung des Alanyl-glycins eine ahnliche 
lissoziationskonstante, aber eine erheblich (rund 10 mal) gréBere 
Zertallsgeschwindigkeit zukommt als derjenigen des Glycyl-glycins." 
Die von Euler und Mitarbeitern ausgefiihrten Hemmungs- 
versuche méchten wir ebenso wie unsere eigenen einstweilen 
mit Vorsicht bewerten, solange der Mechanismus dieser Hem- 
mungen nicht durch Affinitiitsmessungen klargestellt ist. Zwar 
ist die Beobachtung der schwedischen Forscher, wonach Leuciu 
die Wirkung der Dipeptidase etwa 3mal stirker hemmt als 
Glykokoll, mit unserer Auffassung gut vereinbar. Denn es er- 
scheint ecinleuchtend, daB ganz allgemein der Leucylrest durch 
eine hohe Affinitit zu Dipeptidase und Polypeptidase’) aus- 
eezeichnet sein kénnte. Andererseits ist es im Rahmen unserer 


' Anmerkung bei der Korrektur: Diese Annahme erweist sich 
als anniihernd zutreffend. Mit einem Priiparat der Hefe-Dipeptidase, das 
hinsichtlich seiner Affinititsverhiltnisse in der Mitte zwischen den Dipept: 
dase-Priiparaten I und III der Tabelle I liegt (X fiir Glycyl-glycin = 0,15: 
(yo, = 3.0), beobachten wir die Hilfte der maximalen Anfangsgeschwindiy 
keit in 0,06 inolarer Lésung des d,l-Alanyl-glycins. 

*) Vel. dazu unsere friiheren Beobachtungen, Diese Zs. Bd. 175, 8. !> 


, 


(1928) und zwar Bb. 23, 26. 
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Vorstellungen iiberraschend, daB nach den Befunden von Euler 
und Mitarbeitern die Leucyl-glycinspaltung durch Zusatz von 
Glycyl-glycin so stark gehemmt wird. Ks ist allerdings darauf 
Riicksicht zu nehmen, daB mdéglicherweise der Versuch EKulers 
in ein Konzentrationsgebiet fallt, wo das Maximum der Akti- 
vitiits-ps-Kurve schon iiberschritten ist, wo also auch ein Zusatz 
von Leucyl-glycin die Reaktionsgeschwindigkeit vermindert haben 
wiirde. 

Bei den Untersuchungen iiber die quantitative Spezifitit 
der Peptidasen, die in letzter Zeit von mehreren Seiten’) aut- 
genommen worden sind, wird es, ebenso wie im Falle der Carbo- 
hydrasen und der Ksterasen, notwendig sein, scharf zu unter- 
scheiden zwischen der Enzymaffinitiit eines Substrates, die in 
erster Linie von der die Kerment-Substratbindung vermittelnden 
Aminosiiure bestimmt sein kénnte, und der Zerfallsgeschwindig- 
keit des Enzym-Substratkomplexes, deren Zusammenhang mit der 
rein chemischen, auch im Verhalten gegeniiber Alkali zutage 
tretenden Festigkeit der Peptidbindung noch zu priifen ist.*) 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit zu groBem Danke verpttlichtet. 


") Vgl. dazu auBer den angefiihrten Arbeiten von Linderstrem- 
Lang, Kuler, Waldsechmidt-Leitz und Mitarbeitern noch die Unter- 
suchungen von P. A. Levene und Mitarbeitern [J]. of Biol. Chem. bd. 62, 
S. 711 (1924); Bd. 70, S. 253 (1926); Bd. 81, S$. 221; Bd. 82, S. 155, 167 
(1929). Ferner auch E. Abderhalden und Mitarbeiter, Fermentforschung 
Bd. 9—11 (1928/29). 

*) Vgl. unsere friiheren Ausfiibrungen, Diese Zs. Bd. 175, 8. 18 (1928) 
und zwar S. 23. 
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Uber das Vorkommen von Jodiden, Bromiden und Jodid- 
oxydasen bei den Meeresalgen. 


Von 
Harald Kylin. 


(Aus dem botanischen Laboratorium der Universitit Lund, Schweden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Oktober 1929.) 


Die Untersuchungen, die dieser Arbeit zugrunde liegen, sind wiihrend 
des Sommers 1929 in der biologischen Station Kristineberg an der West 
kiiste Schwedens gemacht worden, und méchte ich hier der schwedischen 
Akademie der Wissenschaften fiir die liebenswiirdige Weise, in welcher sie 
einen Arbeitsplatz zur Verfiigung stellte, meinen ehrerbietigsten Dank aus- 
sprechen. 


1. Jodide. 


Uber den Jodgehalt des Meerwassers liegt eine Menge Untersuchungen 
vor, deren Resultate aber nicht so besonders gut initeinander iibereinstimmen. 
Die iilteren Angaben (nach Gautier 1899, S. 1069, angefiihrt) variieren 
zwischen 9 mg und 0,00012 mg Jod per Liter. Gautier (a. a. Q.) unter- 
suchte das Oberflichenwasser an der Westkiiste Frankreichs, zwischen Brest 
und der Insel Guernesey, und fand 1,80 mg Jod per Liter, und zwar in 
Form von wasserléslichen organischen Verbindungen; anorganische Jod 
verbindungen sollten nicht vorhanden sein. In den Planktonorganismen 
wiiren 0,52 mg Jod per Liter Wasser gebunden. 

Im Oberfliichenwasser des Mittelmeeres (Golf von Lyon) gibt es nach 
Gautier (1899, S. 14) per Liter 1,960 mg Jod in Form von wasserlislichen 
organischen Verbindungen und 0,286 mg in den Planktonorganismen ge 
bunden; anorganisch gebundenes Jod fehlte. In einer Tiefe von 880 m 
wiire dagegen 0,150 mg und in einer Tiefe von 980 m 0,305 mg Jod per 
Liter in Form von Jodiden vorhanden; mit der Zunahme des anorganisc!: 
gebundenen Jodes vermindert sich die Menge organisch gebundenen Jodes, 
die Summe alles Jodes bleibt aber konstant. 

Winkler (1916, S. 207) hat das Wasser des Adriatischen Meeres unter 
sucht und dabei gefunden, daB es in der Oberfliiche 0,051 mg Jod per Liter 
gibt, und zwar 0,011 mg in Form von Jodid-lonen und 0,040 mg in Form 
von Jodat-Ionen. Er vermutet ferner, da8 in groBen Tiefen, ohne eine 
merkliche Anderung des Gesamtjodgehaltes, das Verhiiltnis zwischen Jodat- 
und Jodid-lonen zugunsten des letzteren verschoben wird. Organisch ge- 
bundenes Jod wiire in merklicher Menge nicht vorhanden. 

Jiingst hat Freundler (1928, S. 1127) den Jodgehalt des Meerwassers 
an der franzdésischen Westkiiste (Golfe de Gascogne) untersucht. Er fand 
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25 mg Jod per Liter Wasser, und glaubt dadurch, die Angaben von Gautier 
bestiitigt zu haben. Nach der Untersuchungsmethode (Ausfillung mit Silber- 
nitrat) zu urteilen, hat Freundler die Jodidmenge des Mceerwassers be- 
stimmt, also nur anorganisch gebundenes Jod. Nach Gautier gibt es 
indessen, wenigstens an der Oberfliiche, kein anorganisch, sondern nur or- 
ganiseh gebundenes Jod (vgl. oben). Die Behauptung Freundlers, er 
habe die Angaben yon Gautier bestitigt, scheint mir demnach kaum richtig 
zu sein. 


Jodnachweits durch Stirkelésung. 

In bezug auf iiltere Angaben iitber den Jodnachweis bei Meeresalgen mige 
auf Molisch (1913, 8S. 78) und Tunmann (1913, S. 78) hingewiesen werden. 

Molisch (a.a.0O.) hat cine grobe Reihe Meeresalgen aus Helgoland 
mikrochemisch auf Jod in folgender Weise untersucht. Schnitte oder kleine 
Thallusteile wurden auf einem Objekttriiger in eine salzsiiuresaure Mischung 
von Kartoffelstiirkekleister und Kaliumnitritlésung eingelegt. Bei Anwesen- 
heit von Jod in solcher Form, daB es von dem Reagens in Freiheit gesetzt 
werden konnte, fiirbte sich der Kleister blau. 

Bei meinen qualitativen Jodpriitungen habe ich als Oxy- 
dationsmittel Wasserstoffsuperoxyd anstatt saurer Kaliumnitrit- 
lisung verwendet, und demnach in folgender Weise gearbeitet. Auf 
einem Objekttriiger wurde eine Mischung von verdiinnter Salzsiure, 
Wasserstoftsuperoxyd und Kartoffelstiirkekleister hergestellt und 
in diese Mischung Schnitte oder kleine Thallusteile von den zu 
priifenden Algen gelegt. Die Reaktion wurde wihrend 5 bis 
10 Minuten verfolgt und die Stirke einer eventuell auftretenden 
Blaufiirbung notiert. Der Objekttriiger wurde auf weibes Papier 
gelegt und die Blaufarbung ohne Mikroskop beobachtet. Nur 
frisch aus dem Meere geholtes Material wurde verwendet. 

Unter den Cyanophyceen priifte ich Calothrix scopulo- 
rum; Jod konnte nicht nachgewiesen werden. 

Unter den Chlorophyceen wurden folgende Arten gepriift: 
Prasiola crispa, Enteromorpha intestinalis, E. linza, 
Ulva lactuca, Cladophora rupestris, Cl. sericea und Acro- 
siphonia pallida. Bei keiner dieser Arten war Jod nachweisbar. 

Unter den Phaeophyceen sind als jodfihrend in erster 
Linie folgende zu erwiknen: Laminaria Cloustonii, L. digi- 
tata, L. saccharina, Desmarestia aculeata und Dictyo- 
siphon hippuroides. Alle geben eine sehr kriftige Blaufiirbung. 
Weniger jodreich erwiesen sich Ascophyllum nodosum, Fucus 
serratus und Chordaria flagelliformis. Bei Chorda filum, 
Ch.tomentosa und Desmarestia viridis wurde nur eine kaum 
merkliche Blaufirbung erhalten. Folgende Phaeophyceen wurden 
mit negativem Erfolg auf Jod gepriift: 
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Halidrys siliquosa Sphacelaria cirrhosa 
Fucus spiralis Chaetopteris plumosa 
” vesiculosus Elachista fucicola 
Stilophora rhizodes - stellaris 
Mesogloia vermiculata Kctocarpus tomentosus 
Asperococcus bullosus ¥ fasciculatus 
Sphacelaria bipinnata Pylaiella litoralis 


Unter den Rhodophyceen sind als jodtiihrend in erster Linie 
foleende zu erwiihnen: Trailliella intricata, Bonnemaisonia 
asparagoides und Plumaria elegans. Diese geben alle eine sehr 
kriiftige Blaufiirbung. Ptilota plumosa gibt eine deutliche Blau- 
fiirbung, doch weniger kriiftig als die der drei vorhergehenden Arten. 
Kolgende Rhodophyceen wurden mit negativem Erfolg aufJod gepriift. 


Porphyra umbilicalis Callithamnion furcellariae 
Chantransia efflorescens ® Hookeri 
Nemalion multifidum Spermothamnion roseolum 
Cruoria pellita Cerzmium rubrum 
Dilsea edulis Delesseria sanguinea 
Polyides rotundus Apoglossum ruscifolium 
Corallina officinalis Membranoptera alata 
Chondrus crispus Phycodrys sinuosa 
Phyllophora Brodiaei Polysiphonia urceolata 

es membranifolia ™ violacea 
Callophyllis laciniata - Brodiaei 
Ahnfeltia plicata - elongata 
Rhodymenia palmata ’ nigrescens 
Lomentaria clavellosa Rhodomela subfusea 

ss rosea » virgata 
Furcellaria fastigiata Brongniartella byssoides 
Cystoclonium purpurascens Pterosiphonia parasitica 
Kuthora cristata Odonthalia dentata 
Plocamium ecoccineum Laurencia prinnatifida 


Antithamnion plumula 


Ks sei hinzugefiigt, daB Molisch (1913, S. 81) die drei 
Phaeophyceen Halidrys siliquosa, Cladostephus verticilla- 
tus und Cl. spongiosus mit positivem Erfolg auf Jod gepriift hat. 

Blicken wir nun auf die obenstehenden Angaben zuriick, so 
ergibt sich, daB sich mit der benutzten Methode Jod nur bei 
verhiiltnismibig wenigen Meeresalgen nachweisen liBt. Bei den 
iibrigen kann natiirlich Jod ebenfalls vorhanden sein, aber nur 
in sehr geringen Mengen, oder es liegt in solcher Form vor, dab 
es sich mit der benutzten Methode nicht nachweisen laBt. Und es 
fragt sich dann, welche Jodverbindungen unter den obenerwibnten 
Bedingungen eine Blaufiirbung der Stiirkelésung gibt. In erster 
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Linie mu’ man dabei an die Jodide denken, aus denen Wasser- 
stoffsuperoxyd sebr leicht freies Jod abspaltet. Méglicherweise 
gibt es auch andere Stoffe, die unter der Kinwirkung einer sauren 
Lisung von Wasserstoffsuperoxyd freies Jod abspalten, wenn es 
aber die obenerwihnten Meeresalgen gilt, glaube ich, dah die 
Blaufiirbung einen Beweis fiir das Vorkommen von anorganischen 
Jodiden in den lebenden Geweben der Algen darstellt. 

Dann noch ein paar Worte iiber Trailliella intricata und 
Bonnemaisonia asparagoides. Diese Florideen spalten in 
saurer Lésung freies Jod ab, und firbt deshalb eine saure Stiirke- 
lésung blau, auch wenn kein Wasserstoffsuperoxyd vorhanden ist. 
Die dabei auftretende Blaufiirbung ist aber sehr schwach im Ver- 
sleich mit der kriiftigen Blaufiirbung, die bei der Gegenwart von 
Wasserstoffsuperoxyd eintritt. 


Jodnachweis durch Kresylblau. 


Wiithrend der letzten Jahre ist es von mehreren Forschern 
(Sauvageau, Chemin, Mangenot, Kylin und Dangeard) 
nachgewiesen worden, daB in den noch lebenden Zellen gewisser 
Meeresalgen rote Krystalldrusen auftreten kénnen, wenn frische 
Thallusteile mit einer Lésung von Kresylblau (Brillantkresylblau) 
in Meerwasser behandelt werden. Nach Mangenot steht das 
Auftreten dieser Krystalldrusen mit dem Vorkommen von Jodiden 
in den lebenden Zellen im Zusammenhang. 

Um das Auftreten der oben erwiihnten roten Krystalldrusen 
etwas niher zu verfolgen, habe ich folgende Versuche gemacht 
(vel. Kylin, 1928, 8.242) Auf einen Objekttriiger wurden in 
elnem Abstand von 1—2 mm voneinander 2 Trdptchen gelegt, 
das eine aus einer Liésung von Kresylblau (in Meerwasser), das 
andere aus einer Lésung von Jodkalium (in destilliertem Wasser) 
bestehend. Uber die beiden Tréptchen wurde vorsichtig ein Deck- 
glas gelegt. Die Trépfchen flieBen dabei zusammen, es entsteht 
aber zwischen ihnen ein scharf markierter Kontaktrand, welcher 
unmittelbar rot gefiirbt wird (jedoch unter der Voraussetzung, 
daB die Lisungen nicht zu stark verdiinnt sind). Im Kontakt- 
rande beobachtet man einen Niederschlag, der aus roten Korn- 
chen und roten Krystalldrusen besteht. Nach einigen Minuten 
findet man aber, daB die Farbstofflésung in der nichsten Niihe 
der Kontaktzone entfirbt worden ist; eine mikroskopische Unter- 
suchung lehrt sofort, daB diese Entfirbung auf einer Bildung von 
blauvioletten Krystalldrusen beruht. Diese Krystalldrusen bestehen 
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aus Nadeln, die bedeutend linger sind als die Nadeln der roten 
Krystalldrusen. Die blauvioletten und die roten Krystallnadeln 
unterscheiden sich gut voneinander, bisweilen kénnen sie in einer 
und derselben Druse vorkommen. Die blauvioletten Krystalle sind 
nichts anderes als Krystalle des beniitzten Farbstoffes. Sie treten 
leicht am Rande des Deckglases auf, wenn man ein Tréptchen 
der Farbstofflésung unter dem Deckglase verdampten laBt. Die 
roten Krystalle repriisentieren das Jodid des Farbstoftes. 

Das Kresylblau ist ein Chlorid einer Oxazinverbindung mit 
folgender Formel: 

Cl 


(CHYNA 0~_-~_ N(CH 
CH, <7 <N~ 


Das Chlor ist als Ion dissoziierbar. Bei Anwesenheit von 
Jodiden (Jod-Ionen) entsteht ein Jodid des Farbstoffes, und da 
dieser schwer léslich ist, wird er niedergeschlagen, und zwar in 
Form von kleinen roten K6érnchen oder roten Krystalldrusen. 

Das Auftreten der obenerwiihnten blauvioletten Krystall- 
drusen steht damit im Zusammenhang, daB das Jodkalium 
die Liéslichkeit des Farbstoffes erniedrigt. Der Farbstoff wird 
mit anderen Worten ausgesalzt. Bromnatrium wirkt ebenfalls 
aussalzend. Kine starke Lésung von Chlornatrium wirkt erst 
auf eine starke Farbstofflésung aussalzend. Kresylblau ist 
in destilliertem Wasser viel léslicher als in einer Liésung von 
Chlornatrium. 

Die obenerwihnten, verschieden gefiirbten Krystalldrusen 
sind auch von Mangenot (1928, S. 524) beobachtet worden, er 
glaubt aber, sie stellen einen und denselben Stoff dar, was in- 
dessen nicht richtig ist. 

Uber die Empfindlichkeit der Methode, mit einer Lisung von Kresy! 
blau Jodide nachweisen zu kénnen, mdgen folgende Angaben erwihnt 
werden. Nach Chemin (1928, 8.17) gibt erst eine Lésung, die mehr als 
1°), Jodkalium enthilt, mit einer Lisung von Kresylblau rote Krystal! 
drusen. Mangenot (1928, S. 524) behauptet, daB man mit Kresylblau 
Jodide noch in einer Verdiinnung von |: 2000 nachweisen kénne.  Einiy: 
Experimente von Dangeard (1929, S$. 191) zeigen, daB eine 1°/, ige Lisung 
von Kresylblau erst mit einer Lésung reagiert, die werigstens 1°/, Jod 
kalium enthilt. Durch eigene Versuche kann ich die Ergebnisse Dangeards 
durchaus bestiitigen. Dangeard vermutet ferner, daB die Vakuolen der 
lebenden Zellen von Laminaria digitata bis zu 2°, Kresylblau aut 
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speichern kénnen, und daB sie deshalb wenigstens 0,5°/, Jodide enthalten 
miissen, wenn in ihnen rote Krystalldrusen gebildet werden. Die Methode, 
durch Kresylblau Jodide nachzuweisen, ist demnach gar nicht besonders 
empfindlich. Meiner Erfahrung nach ist in den Vakuolen, wo die oben- 
erwihnten roten Krystalldrusen in reichlicher Menge auftreten, wenigstens 
1°. Jodide vorhanden. 

Jiingst ist es indessen von Dangeard (1929, S. 196) nachgewiesen 
worden, daB eine starke Lésung von Bromkalium (10°/,) in derselben Weise 
wie eine Jodkaliumlésung mit Kresylblau rote Krystalldrusen gibt. Die 
Angabe ist véllig richtig. Es gibt wohl aber Unterschiede zwischen den 
von Bromkalium und den von Jodkalinm gebildcten roten Krystalldrusen; 
die Behauptung Dangeards, da8 die Verwendung von Kresylblau keinen 
sicheren Beweis fiir das Auftreten von Jodiden in den lebenden Zellen 
einiger Meeresalgen gibt, ist wohl etwas verfriiht, und der pathetische Ausruf 
(a.a.O., 8. 189) ,,mais, dans la pratique, quel moyen aura-t-on de ne pas 
faire la confusion et ne doit-on pas craindre d’attribuer 4 des iodures la 
formation d’un précipité eristallin rougeatre d'origine absolument banale“ 
wiire schon nach meinen friiheren Angaben (Kylin 1928, S. 243) eigentlich 
iiberfliissig; ich konnte niimlich nachweisen, daB die von Jodiden verur- 
sachten roten Krystalldrusen bei Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd unmittel- 
bar griin gefirbt werden und dann in griine Flocken zerflieBen. Diese 
Erscheinung beruht darauf, daB das Wasserstoffsuperoxyd aus den roten 
Krystalldrusen Jod abspaltet, welches dann den Farbstoff ins Griine ver- 
indert. Von Wasserstoffsuperoxyd wird das Kresylblau wenigstens nicht 
unmittelbar veriindert, von freiem Jod dagegen sofort ins Griine verfiirbt. 
Die von Bromkalium erzeugten roten Krystalldrusen werden von Wasser- 
stoffsuperoxyd wenigstens nicht unmittelbar veriindert, nach und nach aber 
aufgclist. Sie geben bei der Behandlung mit Wasserstoffsuperoxyd keine 
griinen Flocken. 

Man verfahrt am besten in folgender Weise, wenn man die 
lebenden Meeresalgen bei Verwendung von Kresylblau auf Jodide 
zu priifen wiinscht. Schnitte oder kleine Thallusteile werden in 
eine nicht zu konzentrierte Lésung dieses Farbstoffes gelegt. Die 
Zellen speichern dann den Farbstoff lebhaft auf, und werden 
dabei stark blau gefarbt. Bilden sich schlieBlich in den Zellen 
rote Krystalldrusen, so setzt man am Rande des Deckglases 
etwas Wasserstoffsuperoxyd hinzu. Verfarben sich beim Ein- 
dringen dieses Reagenses die roten Krystalldrusen ins Griine, so 
kann man mit Sicherheit den Schlu8B ziehen, daB in den Zellen 
Jodide vorhanden waren. Die Reaktion ist nicht besonders 
empfindlich, denn erst, wenn die Jodide in einer Konzentration 
von wenigstens 0,5°/, in den Vakuolen auftreten, bilden sich die 
der Reaktion charakteristischen roten Krystalldrusen. Zusammen 
mit diesen treten aber nicht selten violette, blauviolette bis blaue 
\rystalldrusen auf, die sich aber von den roten gut unterscheiden. 
In zweifelhaften Fiillen setzt man, um diese Krystalldrusen von 
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den roten sicher zu unterscheiden, etwas Wasserstoffsuperoxyd 
hinzu; vgl. des naheren oben. 

Durch die obenerwihnte Methode habe ich Jodide bei folgen- 
den Meeresalgen nachweisen kénnen: T'railliella intricata, 
Bonnemaisonia asparagoides, Laminaria digitata, L.sac- 
charina, Desmarestia aculeata und Dictyosiphon hippu- 
roides. Bei den beiden letzteren traten die roten Krystalldrusen 
nur in den Zellen der Haare auf. Bei den Laminaria-Arten 
treten sie nur in den iiuBberen 3—4 Zellschichten in reichlicher 
Menge auf. Hier ist also die Jodidmenge besonders reichlich. 
Vgl. des nitheren die Angaben von Mangenot (1928, 8. 519). 


Quantitative Jodbestimmungen. 


In folgender Weise habe ich die Jodmengen einer Reihe 
Meeresalgen quantitativ bestimmt. 

Das Untersuchungsmaterial wurde (zwischen 15. Juli und 
15. August) an solchen Lokalitiiten eingesammelt, wo die zu 
untersuchenden Arten ihre soweit wie moglich typischen Wachs- 
tumsbedingungen hatten, dann sorgfiltig durchgemustert, um 
ein reines Material zu bekommen. \Wenn es gréBere Formen 
gilt, ist es nicht besonders schwierig, ein gutes Material zu 
erhalten; bei den zarteren Formen sind dagegen Verunreinigungen 
von Diatomeen unvermeidlich; kleine Tiere, besonders kleine 
Molluskeln, lassen sich auch nicht immer vollig entfernen. 

Das gereinigte Material wurde, um das Wasser zu entfernen, 
zuerst mit den Hiinden ausgepreBt, dann zwischen trocknen Hand- 
tiichern gepreBt. Von diesem so behandelten Material wurden im 
allgemeinen 10,00 g abgewogen (die Materialmenge ist in jedem 
Falle in der T'abelle angegeben) und dann, auf einem Leinentuch 
liegend, in der Luft getrocknet. Bei der zarten, besonders jodid- 
reichen Trailliella erwies es sich, daB nicht unbedeutende 
Jodidmengen wiihrend des Trocknens von der Unterlage auf- 
gesaugt wurden. Das Material dieser Alge wurde deshalb aut 
Filtrierpapier getrocknet, welches dann zusammen mit der 
Alge verbrannt wurde. Ein geringer Jodverlust wihrend des 
Trocknens ist ebenfalls bei den jodidreichen Laminaria-Arten 
nicht ausgeschlossen. 

Das luftgetrocknete Material wurde dann in einem Porzellan- 
tiegel vorsichtig verbrannt. Vergleichende Versuche zeigten, dab 
fiir eine Jodbestimmung eine Verkohlung des Materials nicht 
hinreichend ist. Kine Verbrennung bis zum Erhalten einer rein 
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weiBen Asche ist jedoch abzuraten, wenn iiberhaupt wegen den 
groben Salzmengen méglich. ei beginnendem Schmelzen der 
Asche habe ich die Verbrennung abgebrochen, und _ hoffe, in 
dieser Weise die geringsten Jodverluste gemacht zu haben. 

Der Aschenriickstand im Porzellantiegel wurde mit 10 ccm 
1°/,iger Schwefelsiure iibergossen, mit einem Glasstab vorsichtig 
zerrieben und dann wenigstens 2—3 Stunden, bisweilen die Nacht 
iiber, stehen gelassen. Nach dem Abfiltrieren wurden fiir die Jod- 
bestimmung bestimmte Mengen abgemessen. Die Lésung enthielt 
Schwefelwasserstoff; durch die Anwesenheit dieses Stoffes wurde 
ein Jodverlust aus der sauren Lésung vermieden. 

Fiir die quantitative Jodbestimmung wurde ein Colorimeter 
in folgender Weise hergestellt. Kine Reihe Reagenzgliischen mit 
gleichem Durchmesser wurde ausgewihlt und in jedes Glischen 
zuerst eine abgemessene Menge einer Mischung von Stirkelésung 
und Wasserstofisuperoxyd, die mit Schwefelsiure schwach an- 
sesiiuert war, und dann eine bestimmte Menge einer 0,002°/, igen 
Lésung von Jodkalium (purissimum) eingegossen. Jedes Gliischen 
enthielt 10 ccm Fliissigkeit, und in dieser geliést waren in den 
verschiedenen Rodhren folgende Jodkaliummengen vorhanden: 
0,0005, 0,0006, ..., 0,0013, 0,0014°/,.. Durch das in Freiheit 
gesetzte Jod wurde die Stirkelésung blau gefirbt. Die Stiirke 
der Blaufarbung war je nach der Jodmenge verschieden. Bei 
einer Temperatur von 17—18° war die Farbe im Glischen mit 
0,0005°/, Jodkalium schwach aber deutlich merkbar. Mit zu- 
nehmender Jodkaliummenge vertiefte sich die Farbe und war 
schon im Glischen mit 0,0012°/, Jodkalium fiir einen colori- 
metrischen Zweck zu stark. Die Rodhren mit 0,0008, .. ., 
),0010°/, Jodkalium erwiesen sich bei einer Temperatur von 18° 
meinem Zweck am besten geeignet. Mit steigender ‘l'emperatur 
verschiebt sich die Farbenstiirke in die Richtung zunehmender 
Jodkaliummenge. Bei 20° sind schon die Réhren mit 0,0005° 
und 0,0006°/, Jodkalium entfiirbt. — Das Colorimeter ist nur 
einen T'ag brauchbar. 

Wie oben erwiihnt, wurde die Asche nach der Verbrennung 
der Algenprobe in 1 °/,iger Schwefelsiiure gelést und dann filtriert. 
Von dem Filtrate wurde ein Trépfchen auf einen Objekttriiger 
gelegt und mit einem Trépfchen einer Mischung von Stiirkelésung 
und Wasserstoffsuperoxyd zusammengefiihrt. Die Stiirke der dabei 
auftretenden Blaufirbung diente als erste Orientierung iiber die 
in der Probe vorhandenen Jodmengen. Zeigt dieser Versuch, dab 
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nur sehr geringe Jodmengen vorhanden sind, so wird von dem 
obenerwilinten Filtrate in einem 10 ccm MeBglas 5 ccm ab- 
gemessen, dann in demselben Mefglas mit etwas Stirkelésung 
und Wasserstoffsuperoxyd versetzt und gut umgeschiittelt. Tritt 
dabei keine Blaufirbung ein, so wird mehr Wasserstoffsuperoxyd 
zugesetzt. Zu bemerken ist, daB die zu priifende Lésung Schwefel- 
wasserstoff enthielt, und dab man deshalb betriichtliche Mengen 
Wasserstofisuperoxyd verwenden mu, um schlieBlich das Jod in 
Freiheit zu setzen. Sind betriichtliche Mengen Schwefelwasserstoff 
vorhanden, muB man einige Minuten warten, ehe eine Blaufiirbung 
eintritt. Das MeBglas wird dann zu 10 ccm ausgefillt (mit 
destilliertem Wasser oder Wasserstoffsuperoxyd), der Inhalt in ein 
Reagenzglischen von derselben GriBe wie die der Gliischen des 
Colorimeters eingegossen und die Farbenstiirke mit dem Colori- 
meter verglichen. Ist die Farbenstiirke der Probe zu stark, so 
nimmt man von der Probe 5 ccm, setzt 5 com Wasser hinzu und 
vergleicht die so erhaltene Farbe mit dem Colorimeter. Wenn 
notig, kann man noch einmal mit Wasser verdiinnen. Aus der 
Colorimeterablesung mit Riicksicht auf die Zahl der Wasser- 
verdiinnungen kann man die Jodkaliummenge (und dann die Jod- 
menge) der Probe bestimmen. Zu bemerken ist, daB, ehe eine 
Colorimeterablesung stattfinden kann, die urspriingliche Probe 
schon einmal mit Wasser verdiinnt ist, und da das Colorimeter 
(bei 18°) erst fiir eine Jodkaliummenge von 0,0005°/, empfindlich 
ist, habe ich nur diejenigen Jodmengen bestimmen kénnen, dic 
einer Jodkaliummenge von wenigstens 0,001°/, in dem zu priifenden 
Filtrate entsprechen. 

Hat der obenerwiihnte Vorversuch gezeigt, daB die Jodmengen 
nicht besonders gering sind, wird von dem zu untersuchenden 
Kiltrate nur 1—2 ccm abgemessen, mit Stiirkelésung und Wasser- 
stofisuperoxyd versetzt, umgeschiittelt und dann mit Wasser bis 
zu 10 ccm ausgefiillt. Dann weiter wie oben gearbeitet. Bei An- 
wesenheit gréBerer Jodmengen mufb man das Filtrat schon von 
Anfang an mit Wasser verdiinnen, z. B. fiir die Laminaria-Arten 
eine Verdiinnung 1: 10. 

Beim Priifen der Filtrate auf Jod hat es sich erwiesen, dab 
die zuerst erhaltene Blaufiirbung nach und nach schwicher wird. 
Man mu8 deshalb die eintretende Blaufiirbung genau vertolgen, 
um durch wiederholtes Vergleichen mit dem Colorimeter die 
kriiftigste Blaufirbung bestimmen zu kénnen. Eine merkbare 
Schwiichung der Farbe tritt jedoch erst nach etwa 5 Minuten ein. 
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Beim Vorhandensein von geringeren Jodmengen habe ich 
jedes Filtrat nur einmal auf Jod quantitativ priifen kénnen; jede 


Priifung fordert ja dann 5 ccm. 


Waren gréBere Jodmengen vor- 


handen, so wurde jedes Filtrat wenigstens zweimal, im allgemeinen 


dreimal gepriift. 


Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 zusammengestellt worden. 
; D 


In der ‘Tabelle finden 


wir das Frischgewicht des benutzten 


Materials, die gefundenen Jodkaliumwerte und die ihnen ent- 


sprechenden Jodmengen. 


In den Angaben der Jodmengen be- 


trachte ich die letzte Dezimale als unsicher, die vorletzte dagegen 


als sicher. 


Quantitative Jodbestimmungen. 


Die Angaben sind in Prozent des Frischgewichtes.') 


Tabelle 1. 





Zostera marina . 
Cyanophycese 
Calothrix scopulorum 
Chlorophyceae 
Enteromorpha intestinalis 
Ulva lactuca ; 
Cladophora rupestris . 
sericea 
Acrosiphonia pallida 
Phaeophyceae 
Pylaiella litoralis 
Kctocarpus tomentosus 
Sphacelaria bipinnata 
Asperococcus bullosus 
Dictyosiphon hippuroides 
Desmarestia viridis 





‘ 


Frisch- 
gewicht 
in g 


10,00 


10,00 


10,00 
10,00 
10,00 

7,85 


10,00 


8,95 
10,00 
10,00 

9,42 

5,00 
10,00 





Jod- 
kalium 
or | . 
in °/o des 
Frisch- 
gewichtes 


0,0010 


0,036 


0,0028 


0,0048 
0,025 
0,13 
0,084 
0,010 





Jod- 
mene 
in °/, des 
Frisch- 


ge wichtes 


0 0008 


0,027 


0,002 1 


0,0036 
0,019 
0,10 


0,063 
0,0076 


') Bei den Bedingungen, unter denen die Jodbestimmungen ausgef iihrt 
worden sind, war die oben skizzierte Methode die einzige, die ich ver- 
wenden kounte. In bezug auf andere und bessere Methoden verweise ich 


auf zwei Arbeiten von Cameron (1914—1915). 


Jiingst hat Héjer (1929, 


S. 273) iiber eine Methode zur Bestimmung iuBerst kleiner Jodmengen 


berichtet. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 








Desmarestia aculeata 
Mesogloia vermiculata 
Chordaria flagelliformis . 
Stilophora rhizodes 
Chorda filum — 
Laminaria saccharina, Stamm 
Zuwachszone . 
Blatt . = 
Laminaria digitata, Stamm 
Zuwachszone . 
Blatt . a ae 
Laminaria Cloustonii, Stamm . 
Zuwachszone 
Blatt . 
Fucus spiralis oe ee 
iiltere Thallusteile 
SproBspitzen 
Konzeptakeln . 
iiltere Thallusteile . 
SproBspitzen . 
iiltere Thallusteile 


Fucus vesiculosus 


Fucus serratus 


Ascophyllum nodosum 
SproBspitzen 


Halidrys siliquosa . 


Rhodophyceae 
Porphyra umbilicalis . 
Nemalion multifidum . 
Trailliella intricata 
Dilsea edulis 
Furcellaria fastigiata . 
Polyides rotundus. 
Chondrus crispus . 
Cystoclonium purpurascens 
Rhodymenia palmata 
Lomentaria clavellosa 


Antithamnion plumula 
Ptilota plumosa 
Ceramium rubrum. 





Frisch- 
gewicht 
in ¢g 


0,00 
20,00 
5,00 
10,00 
10,00 
D,00 
5,00 
0,00 
9,00 
9,00 
0,00 
5,00 
0,00 
5,00 
10,00 
10,00 
10,00 
10,00 
10,00 
10,00 
5,00 
5,00 
10,00 


10,00 
20,00 
1,00 
10,00 
10,00 
6,25 
10,00 
10,00 
10,00 
5,30 
1,70 
2,90 


10,00 





Jod- 
kalium 
: ( 3 
in ‘/o des 
Frisch- 


gewichtes 


0,18 
0,0014 
0,066 
0,016 
0,015 
0,19 
0,12 
0,040 
0,15 
0,30 
0,12 
0,30 
0,14 
0,096 
0,0026 
0,0036 
0,0040 
0,0040 
0,0097 
0,010 
0,012 
0,015 
0,011 


0,0010 
0,70 
0,011 
0,0015 
0,0022 
0,0024 
0,0028 
0,0010 


0,080 
0,0012 





Jod- 
menge 
in °/, des 
Frisch- 
gewichtes 


0,12 
0,0011 
0,050 
0,012 
0,010 
0,15 
0,090 
0,030 
0,12 
0,23 
0,090 
0,23 
0,11 
0,072 
0.0020 
0,0027 
0,0030 
0,0020 
0,0073 
0,0076 
0,0090 
0,012 
0,0083 


0,0008 


0,53 

0,0083 
0,0012 
0,0017 
0.0018 
0,0021 
0,0008 


0,060 
0,0009 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 





Jod- Jod- 

Frisch- kalium menge 

gewicht | in”), des | in°/, des 

in g Frisch- Frisch- 

gewichtes | gewichtes 

Delesseria sanguinea. . . ..... 10,00 0,0020 0,0015 
Phycodrys sinuosa........ 8,90 0,0048 0,0036 
Polysiphonia ureeolata . . . . . . . 8,35 0,0075 0,0056 
om ne 10,00 0,0064 0,0048 
ee ee 7,23 0,0027 0,0020 

a 8,80 —_ 

s Migrescems ...... 10,00 0,0014 0,0011 
jrongniartella byssoides . . ... . 5,82 0,0048 0,0036 
Rhodomela subfusea. . . . . . . . 10,00 0,0024 0,0018 

- WHR ck we 10,00 0,0020 0,0015 
Odonthalia dentata ........ 10,00 0,012 0,0090 
Laurencia pinnatifida . . .... . 6,90 —- 











Unter den friiheren Angaben iiber den Jodgehalt der Meeresalgen 
sind in erster Linie diejenigen von Cameron (1914—1915) zu erwiihnen. 
Dieser Forscher hat eine grobe Reihe Meeresalgen auf ihren Jodgehalt 
untersucht und stelit sowohl seine eigenen wie diejenigen ilterer Autoren 
tabellarisch zusammen. Durch seine Untersuchungen ist er zu dem Resultat 
gekommen, daB die Meeresalgen, und zwar sowohl die griinen und roten 
wie die braunen, wenigstens eine Jodmenge von 0,001 °/, des Trockengewichtes 
enthalten. Wenn auch Ausnahmefille wohl nicht ausgeschlossen sind, so 
diirfte wohl diese Behauptung von Cameron als allgemeine Regel gelten. 

Die von mir oben gegebenen Jodwerte sind mit denjenigen 
von Cameron nicht direkt vergleichbar, da sich die meinigen 
auf das Frischgewicht, diejenigen von Cameron dagegen auf das 
Trockengewicht beziehen. Das Trockengewicht der Meeresalgen 
ist indessen durchschnittlich 20°/, des Frischgewichtes, und wenn 
man also meine Angaben mit 5 multipliziert, so kann man sie dann 
anniherungsweise mit denjenigen von Cameron vergleichen. — Zu 
bemerken ist ferner, daB ich die Jodwerte, die unterhalb etwa 0,004°/,, 
des Trockengewichtes liegen, nicht habe nachweisen kénnen; Came- 
rons Angaben gehen bis zu 0,001°/, des Trockengewichtes hinunter. 

Nach Tabelle 1 liegt der Jodwert bei Zostera marina 
niedriger als 0,0008°/, des Frischgewichtes (etwa 0,004°/, des 
Trockengewichtes) Cameron (1914, 8S. 348) gibt als Mittelwert 
0,002°/, des Trockengewichtes an. 

Die Chlorophyceen sind nach Cameron jodarm: Ulvalactuca 
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0,021°/,, Enteromorpha compressa 0,006°/, und Monostroma 
fuscum 0,004°/, des Trockengewichtes. Auch ich habe die Griin- 
algen als jodarm gefunden; nur Cladophora rupestris ist etwas 
jodreicher, etwa 0,1°/, des ‘Trockengewichtes. Die Richtigkeit 
dieser Angabe ist durch eine Kontrol!analyse bestiitigt worden. 

Unter den Phaeophyceen sind, wie bekannt, mehrere Lami- 
naria-Arten besonders jodreich. Altere Angaben iiber die Jod- 
menge sind von Cameron zusammengestellt worden, und es diirite 
hinreichend sein, hier nur einige Angaben von Hendrick (1916, 
S. 565) anzufiihren. Material aus Schottland. Folgende Jodwerte 
in °/, des Frischgewichtes: Laminaria Cloustonii (unter dem 
Namen L. digitata) Stamm 0,094°/,, Blatt 0,084°/,; Laminaria 
digitata (unter dem Namen L.stenophylla) Stamm 0,061 °/,, Blatt 
0,064°/,. Die von mir gefundenen Werte sind demnach etwas 
héher als diejenigen von Hendrick. Hendricks Material (am 
Ufer aufgeworfen) war aber nicht véllig so frisch wie das meinige. 
Nach einer Angabe von Wille (1899, 8. 336) sind die Lami- 
naria-Arten an der Westkiiste Norwegens jodreicher als diejenigen 
in der Oslo-Féhrde; mit steigendem Salzgehalt des Meerwasser: 
steigt die Jodmenge der Laminaria-Arten. Hendricks Jodwerte 
sollten demnach hoher als die meinigen gewesen sein. — Beckmann 
und Bark (1916, 8S. 1010) gibt folgende Jodwerte; Material aus 
Norwegen. Laminaria saccharina 0,303°/,, L. Cloustonii 
0,501, L. digitata 0,518°/, des Trockengewichtes. 

Aus der Tabelle 1 geht hervor, daB bei den untersuchten 
Laminaria-Arten die Zuwachszone jodreicher als das Blatt (die 
mittleren Teile des Blattes) ist. Der Stamm von lL. Cloustoni 
und die Zuwachszone von L. digitata erwiesen sich als besonders 
jodreich. — Das analysierte Material bestand aus kleinen Stiickchen 
von vielen Individuen. 

3ei Fucus vesiculosus, F. serratus und Ascophyllum 
nodosum sind die SproBspitzen etwas jodreicher als die ilteren 
Thallusteile. Der Unterschied ist indessen nicht besonders grot. 
Unter Sprobspitzen verstehe ich hier den Thallus von der Spitze 
bis 5—10 mm nach unten, unter ilteren Thallusteilen den Thallus 
zwischen 5—15 cm von der Spitze gerechnet. Hendrick (1916, 
S. 565) gibt folgende Jodwerte an: F. vesiculosus 0,010°/,, 
K, serratus 0,013°/, und A. nodosum 0,026°/, des Frisch- 
gewichtes. Material aus Schottland. Die erwiihnten Arten sind 
demnach in Schottland jodreicher als an der schwedischen Westkiiste. 

Unter den iibrigen in der ‘l'abelle 1 analysierten Phaeo- 
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phyceen méchte ich hier noch Desmarestia aculeata und 
Sphacelaria bipinnata erwithnen. Beide sind besonders jod- 
reich. Durch Stirkelésung und Wasserstotisuperoxyd ist es sehr 
leicht, in den frischen Thallusteilen von D. aculeata Jod nach- 
zuweisen; die Stirkelésung wird stark blau_ gefarbt. Frische 
Thallusteile von Sph. bipinnata geben dagegen iiberhaupt keine 
jlaufirbung. Das Jod ist also bei diesen beiden Algen in ver- 
schiedener Weise gebunden. — Eine Kontrollanalyse von Sph. 
bipinnata (5,00 g frisches Material) gab den Jodwert 0,11°/, des 
Frischgewichtes. 

Unter den Rhodophyceen ist Trailliella intricata besonders 
jodreich: Jodwert 0,53°/, des Frischgewichtes. Sie ist bedeutend 
jodreicher als irgendwelche bisher analysierte Meeresalge. Unten 
werden noch einige Jodanalysen von dieser Alge mitgeteilt. Bei 
Falkenbergia Hillebrandii diirfte die Jodmenge ungefihr 
ebenso gro wie bei Trailliella sein. Bonnemaisonia aspara- 
goides hat etwa 0,15°/, Jod, in °/, des Frischgewichtes (vg! 
Niheres unten). Plumaria elegans ist ebenfalls besonders jod 
reich, wahrscheinlich etwa 0,1°/, des Frischgewichtes (vgl. oben 
Jodnachweis durch Stirkelésung). Ptilota plumosa_ gehdrt 
auch zu den jodreichen Rotalgen (0,06°/, des Frischgewichtes). 

Bei den tibrigen in der Tabelle 1 analysierten Rhodophyceen 
liegt der Jodwert unterhalb 0,01°/,; drei haben einen Jodwert 
zwischen 0,01 und 0,005, nimlich Dilsea edulis, Polysiphonia 
urceolata und Odonthalia dentata und unmittelbar nach 
diesen kommt Polysiphonia violacea mit dem Jodwerte 0,0048. 
Von den in der Tabelle 1 angefiihrten 25 Rhodophyecen haben 
nicht weniger als 14 einen Jodwert zwischen 0,0040 und 0,0008. 
und fiinf haben einen Jodwert niedriger als 0,0008. Es ist ein- 
leuchtend, daB die Rhodophyceen durchschnittlich viel geringere 
Jodmengen als die Phaeophyceen aufspeichern. Die kriftigsten 
Jodspeicher aller bisher untersuchten Meeresalgen finden wir in- 
dessen unter den Rhodophyceen, nimlich Trailliella intricata 
und Falkenbergia Hillebrandii. 

In bezug auf den Jodgehalt der Rotalgen migen aus den Tabellen 
von Cameron (1914, S. 351; 1915, 8S. 11) folgende Angaben erwihnt werden: 
Rhodymenia (? corallina) 0,122°,, Nitophyllum rupreechtianum 
0,158°), und N. violaceum 0,127" 
waren die jodreichsten. Sie sind aber alle jodirmer als die yon mir oben 
erwiihnten jodreichen Rhodophyceen, von denen die jodiirmste, Ptilota 
plumosa, einen Jodgehalt von etwa 0,3°, des Trockengewichtes hatte. Von 
den iibrigen untersuechten Arten hatten vier Jodwerte zwischen 0,092 und 


des ‘Trockengewichtes. Diese drei 


0 
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0,037", des Trockengewichtes (etwa 0,02—0,007°), des Frisechgewichtes) und 
12 Jodwerte unter 0,019°/, des Trockengewichtes (etwa 0,004°/, des Frisch- 


gewichtes). 


Es ist wohl als selbstverstiindlich zu betrachten, dab der 


Jodgehalt einer und derselben Art mit den Lebensbedingungen 
wechseln kann, und mochte ich hier als Beleg eine Angabe von 
Cameron (1915, 8S. 9) erwihnen. In einer Reihe Analysen 
wechselte der Jodgehalt bei Nereocystis liitkeana zwischen 
folgenden Werten: Stamm 0,305—0,065°/,, Blatt 0,288— 0,079 °/, 
des Trockengewichtes. Von meinen Untersuchungen will ich 
folgende zwei analoge Tatsachen erwiihnen. 

Nach der 'l'abelle 1 bat Chordaria flagelliformis einen 
Jodgehalt von 0,050°/, des Frischgewichtes. Hine andere Analyse 
gab den Wert 0,019°/,; hier hegt also ein sehr wesentlicher 
Unterschied vor. Der erste Wert gilt fiir Chordaria unter 
normalen Vegetationsbedingungen. Das Material war tiefbraun 
und vollig glatt; hier und da kamen Biischel von Ectocarpus 
fasciculatus vor. Das Material mit dem geringeren Jodgehalt 
war lichtbraun und sehr dicht behaart. Als Epiphyt kam Dic- 
tyosiphon hippuroides sehr reichlich vor. Das Material 
der beiden Analysen war an einem und demselben Tag ein- 
gesammelt worden; die Standorte waren etwa 100 Meter von- 
einander entfernt, und wenn auch nicht voéllig gleich, so doch 
miteinander ziemlich tihnlich. Ganz sicher ist der Unterschied 
im Jodgehalt von Dictyosiphon hippuroides bedingt. Diese 
Alge ist als ein guter Jodspeicher zu bezeichnen, und wenn sie 
auf Chordaria in groBen Mengen wichst, bekommt diese Alge 
nicht hinreichend grobe Jodmengen. Ferner sei darauf hingewiesen, 
daB Chordaria mit Dictyosiphon als Epiphyt sehr reichlich 
behaart war, Chordaria ohne Dictyosiphon dagegen haarlos. 
Im ersten Falle dienten die Haare ganz sicher als Absorptions- 
organe; im letzteren Falle waren ofienbar besondere Absorptions- 
organe iiberfliissig; vgl. des weiteren einige Beobachtungen von 
Kylin (1917, 8.11) titber die Bedeutung der Haare fiir die Aut- 
nahme von Nihrstoffen bei den Algen. 

Nach mehreren Analysen (vgl. unten) zu urteilen, ist der 
Jodgehalt bei Trailliella intricata unter normalen Vegetations- 
bedingungen etwa 0,5°/, des Frischgewichtes. Bei einer Ge- 
legenheit fand ich aber einen Jodgehalt von nur 0,15°/, des 
Frischgewichtes. Das Material dieser letzten Analyse war un- 
mittelbar auBerhalb des Hafens der biologischen Station ein- 
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gesammelt. Trailliella kam dort an der nach Norden gelegenen 
Seite einer Mauer in 1—1,5 m Tiefe epiphytisch auf Fur- 
cellaria und Phyllophora in sehr reichlicher Menge vor. In 
vegetativer Hinsicht war sie an dieser Lokalitit besser entwickelt 
als an den Lokalitiiten mit einem reichlicheren Wasserwechsel in 
der Nihe der offenen See, wo das Material der iibrigen Analysen 
eingesammelt wurde. Wabhrscheinlich steht diese Tatsache damit 
im Zusammenhang, da’ das Wasser in der Niihe des Hafens mit 
Stickstoffverbindungen verunreinigt war. Und offenbar war der 
Wasserwechsel an dieser Lokalitit nicht hinreichend groB, um 
der Trailliella geniigende Mengen Jod darzubieten. Der .Jod- 
mangel war aber nicht so grob, daB er die vegetative Entwicklung 
beeintrichtigte. Eine Priifung mit Kresylblau zeigte eine viel 
geringere Menge roter Krystalldrusen (also auch eine geringere 
Menge Jodide) bei den Exemplaren von der Hafenlokalitiit als 
bei denjenigen von der offenen See, Bei den Hafenexemplaren 
war die Fahigkeit der Blasenzellen, in saurer Fliissigkeit Jod 
abzuspalten, kaum nachweisbar. Diese Angaben gelten fiir in 
der Mitte August eingesammeltes Material. Schon in der Mitte 
Juni war indessen Trailliella von der Hafenlokalitit untersucht 
worden. Die Exemplare waren dann noch ziemlich klein, bei 
der Behandlung mit Kresylblau zeigten sie aber in den Zellen 
eine reiche Menge Krystalldrusen, die Fahigkeit der Blasenzellen, 
Jod abzuspalten, war leicht nachweisbar. 


Uber die Bindungsweise des Jodes bei den Meeresalgen. 


Die Frage, in welcher Weise das Jod bei den Meeresalgen gebunden 
ist, ob es in anorganischer oder organischer Bindung vorliegt, ist schon 
von einigen Forschern diskutiert worden. So behauptet van Italie (1889, 
S. 1133), er habe bei Fucus vesiculosus Alkalijodide gefunden. Nach 
Eschle (1897, S. 37) wire bei Laminaria digitata und Fucus vesi- 
culosus das Jod fast ausschlieBlich in organischer Bindung vorhanden, 
wihrend Tsukomota und Furukowa (nach Okuda und Eto 1916, S. 341 
angefiihrt) bei den Braunalgen hauptsichlich anorganische Verbindung ge- 
funden haben. Okuda und Eto (a. a. O.) fanden bei den Braunalgen 
hauptsiichlich organische Verbindungen, diein Wasser, konzentriertem Alkohol, 
in verdiinnten Alkalien und Siiuren ldéslich waren. Kylin (1915, S. 344) 
hat das Vorkommen von Alkalijodiden bei Ascophyllum nodosum Fucus 
serratus, F. vesiculosus, Laminaria Cloustonii, L. digitata und 
L. saccharina nachgewiesen. 


Von vornherein scheint es wohl am wahrscheinlichsten, daB 
das Jod bei den Meeresalgen in sowohl organischer als anorganischer 
Verbindung vorhanden sei, Bei einigen kénnten die organischen, 
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bei anderen die anorganischen Verbindungen iiberwiegen. — 
Bei der Darstellung meiner Untersuchungen iiber die Bindungs- 
weise des Jodes bei den Meeresalgen méchte ich die Angaben 
unter drei verschiedenen Typen zusammenstellen, und zwar den 
Bonnemaisonia-Typus, den Laminaria-Typus und den Spha- 
celaria-Typus. 

Zu dem Bonnemaisonia-Typus gehiren die Arten der 
Gattungen Bonnemaisonia, Asparagopsis, Trailliella und 
Falkenbergia. Die beiden ersten Gattungen gehéren zu der 
Familie Bonnemaisoniaceae, die systematische Stellung der beiden 
letzteren ist unbekannt. Trailliella intricata und Falken- 
bergiu Hillebrandii sind reduzierte Arten, es scheint mir in- 
dessen ganz mioglich, daB sie reduzierte Bonnemaisoniaceen dar- 
stellen. 

Soweit wir bisher wissen, gibt es bei den Arten des Bonne- 
maisonia-l'ypus zwei verschiedene Jodverbindungen. In den 
normalen Zellen sind reiche Jodidmengen vorhanden, in den 
Blasenzellen gibt es eine Jodverbindung unbekannter Art, die bei 
saurer Reaktion freies Jod abspaltet. Die Blasenzellen sind kleine, 
helle, stark lichtbrechende Zellen, die zum gréBten Teil von einem be- 
sonderen, jodfiihrenden Vakuole ausgefiillt sind. Daneben enthalten 
sie je einen Zellkern, etwas Protoplasma und im allgemeinen 
einige reduzierte, jedoch rote Chromathophoren. JDer jod- 
abspaltende Stoff ist wahrscheinlich organischer Natur. 

Die obenerwihnten Blasenzellen sind wihrend der letzten 
Jahre von mehreren Forschern untersucht worden (Sauvageau, 
Chemin, Mangenot, Dangeard und Kylin), und _ besonders 
ist dabei eine Frage in den Vordergrund getreten, und zwar die, 
ob in den noch lebenden Blasenzellen, oder vielleicht besser in 
den noch lebenden Jodvakuolen, freies Jod vorhanden ist oder 
nicht. Sauvageau glaubt an das Vorkommen von freiem Jod. 
Chemin meint dagegen, daB das Jod bei saurer Reaktion aus 
einer jodfiihrenden Verbindung abgespaltet wird, Ich habe schon 
friiher der letzteren Meinung beigestimmt, und méchte hier noch 
eine Beobachtung, die zugunsten dieser Meinung spricht, er- 
wihnen. 

Bonnemaisonia asparagoides spaltet sehr leicht freies 
Jod ab, und es ist gar nicht merkwiirdig, wenn man den Eindruck 
bekommt, daB schon die Jodvakuolen dieser Alge Jod in freiem 
Zustande enthalten. Legt man nun aber ein frisches Thallusstiick 
dieser Alge in eine verdiinnte Lésung von Kresylblau in Meer- 
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wasser und verfolgt die Reaktion unter dem Mikroskope, so be- 
obachtet man folgendes. In den Rindenzellen treten bald rote 
Krystalldrusen auf. Die Jodvakuolen fiirben sich allmihlich schon 
blau, und liegen als blaue Kiigelchen in den Blasenzellen, in 
denen noch einige kleine, rote Chromathophoren vorhanden sind. 
Rote Krystalldrusen habe ich in den Blasenzeijlen nicht auftreten 
sehen. Nach und nach platzen indessen die Jodvakuolen, wobei 
die Blasenzellen mit einem blauen Inhalt gefillt werden. Dieser 
blaue Inhalt verfirbt sich aber bald ins Blaugriine, und diese 
Verfarbung bedeutet, daB jetzt Jod im freiem Zustande mit im 
Spiele ist (Mangenot 1928, 8.93; Kylin 1928, S. 245). Wire 
Jod in freiem Zustande schon in den lebenden Jodvakuolen vor- 
handen, sollten sich diese nicht blau, sondern blaugriin gefirbt 
haben. Die gefarbten lebenden Jodvakuolen sind noch hell und 
durchsichtig, die Blasenzellen mit geplatzten Jodvakuolen sind 
mit einem triiben, kérnigen Inhalt gefiillt. Ks ist offenbar, dab 
das Jod erst dann in freiem Zustand auftritt, wenn der Inhalt der 
Jodvakuolen mit dem iibrigen Inhalt der Blasenzellen gemischt 
wird. Es ist mir demnach gelungen, sicher nachzuweisen, dab 
das Jod in den lebenden Jodvakuolen noch nicht in freiem Zu- 
stande vorhanden ist, sondern erst in dem Momente frei wird, 
als sich der Inhalt der Jodvakuolen mit dem iibrigen Inhalt der 
Blasenzellen mischt, und zwar meiner Meinung nach, weil die 
Reaktion dann sauer wird. 

In einem friiheren Aufsatz (Kylin 1928, S. 250) habe ich 
iiber einige Versuche berichtet, den jodabspaltenden Stoff bei 
Falkenbergia Hillebrandii zu extrahieren. Der in Frage 
stehende Stoff ist sowohl in Wasser wie in starkem Alkohol lis- 
lich, und wird nicht beim Kochen (wenigstens nicht unmittelbar 
zersetzt. Ks ist mir auch gelungen, den jodabspaltenden Stoff 
bei Trailliella intricata zu extrahieren. Er ist in Wasser 
und in starkem Alkohol léslich, JiiBt sich aber nicht aus der Wasser- 
lésung in Ather iiberschiitteln. Er wird beim Kochen nicht 
unmittelbar zerstért, ist aber fiir die Siedehitze empfindlich. 
Beim Konzentrieren auf dem Wasserbade wird der jodabspaltende 
Stoff zerstért. Méglicherweise steht diese Erscheinung mit einer 
mit steigender Temperatur erhéhten Siiureempfindlichkeit im 
Zusammenhang. In bezug auf Falkenbergia habe ich nach- 
weisen kénnen (1928, 8. 251), das der jodabspaltende Stofi auch 
im Dunkeln nach und nach zersetzt wird. In derselben Weise 
verhilt sich der jodabspaltende Stoff bei Trailliella und Bonne- 
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maisonia. Zusatz von Spuren Natriumcarbonat verhindert 
die Zersetzung nicht. 

In derselben Weise wie bei Falkenbergia und Trailliella 
ist es mir auch gelungen, den jodabspaltenden Stoff bei Bonne- 
maisonia asparagoides zu extrahieren. Hier muB man aber 
die Extraktionsfliissigkeit mit etwas Natriumcarbonat versetzen, 
um die saure Reaktion des Zellsaftes zu neutralisieren. 

Aus der Tabelle 1 geht hervor, daB der Jodgehalt bei 
Trailliella 0,52°/, des Frischgewichtes ist. AuBer dieser Analyse 
habe ich noch folgende quantitativen Jodbestimmungen gemacht. 
Das frische, abgewogene Material wurde entweder in siedendes 
Wasser eingelegt und nach dem Erkalten des Wassers in diesem 
weiter extrahiert, oder in 20°/, igen Alkohol eingelegt und in 
diesem ohne Erhitzen extrahiert. Beide Methoden zielten darauf 
hin, durch Koagulation des roten Farbstoffes ein ungefirbtes 
Extrakt zu erhalten. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2 zu- 


sammengestellt worden. 
Tabelle 2. 
Trailliella intricata. Quantitative Jodbestimmungen. 





Jodkalium | Jodmenge 


Extrak- | Frisch- . , Extrak- 
tions- rewicht Extraktions- tionszeit in °/, des | in °/, des 
5 fliissigkeit , Frisch- | Frisch- 


in Stdn. 














— bila gewichtes | gewichtes 
1 2,00 Wasser, 20 ccm 6 0,59 0,45 
1,50 | 20°/, Alkohol, 15 cem 6 0,58 0,44 
" 0,70 Wasser, 10 ccm 24 0,66 0,51 
" 0,70 20°/, Alkohol, 10 eem 24 0,63 0,48 
3 2,00 Wasser, 20 cem 24 0,80 0,60 
2,00 | 20°), Alkohol, 20 ecm 24 0,77 0,57 
4 1,00 Wasser, 20 cem 24 0,18 0,14 
1,00 | 20°), Alkohol, 20 cem 24 0,18 0,14 





Zuerst beachte man in der Tabelle 2 den groBen Unter- 
schied im Jodgehalt der Extraktionsserien 1—3 einerseits und 
4 andererseits. Das Material der Serien 1—3 stammt von Lokalli- 
tiiten in der Ni&he der offenen See, dasjenige der Serie 4 von 
einer Lokalitiit unmittelbar auBerhalb des Hafens der biologischen 
Station. Die Unterschiede im Materiale sind schon oben besprochen 
worden. Der friiher gegebene Jodwert 0,13 °/, ist nach Kinascherung 
von demselben Materiale wie in der Serie 4 erhalten worden. 

sei Trailliella sind die gré£ten Jodmengen in Form von 
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Jodiden gebunden. In den Blasenzellen dieser Alge ist indessen 
Jod in einer ganz anderen Bindungsweise vorhanden. Um eine 
Auffassung iiber die Menge dieses Jodes zu bekommen, habe ich 
folgende Versuche gemacht. Von den Extrakten in der Tabelle 2 
wurden je 5ccm abgemessen; diese Menge wurde dann mit etwas 
Stirkelésung und mit Schwefelsiure bis zu etwa 01% versetzt 
und schlieBlich zu 10 ccm ausgefiillt. Das von der Siure in 
Freiheit versetzte Jod firbte die Loésung blauviolett. Die Farb- 
stirke wurde mit dem schon oben besprochenen Colorimeter 
verglichen. Eine exakte Bestimmung war aber wegen Verschieden- 
heiten in den Farbenténen (blau-blauviolett) nicht méglich. An- 
niherungsweise lieB sich indessen berechnen, daB etwa 2—3°/, 
des Gesamtjodes in demjenigen Stoff gebunden ist, der bei saurer 
Reaktion freies Jod abspaltet. — Die Alkoholextrakte gaben einen 
etwas héheren Wert als die Wasserextrakte, was wohl so zu er- 
klaren ist, daB der jodabspaltende Stoff fiir das siedende Wasser 
nicht unempfindlich war. — In der Extraktionsserie 4 war der 
jodabspaltende Stoff nicht nachweisbar. 

Zum Zwecke einer Jodbestimmung bei Bonnemaisonia 
asparagoides wurden zwei Extraktionsserien gemacht. Das 
frische Material wurde wiahrend 24 Stunden in einer bestimmten 
Menge von 20°/,igem Alkohol unter Zusatz von Spuren Natrium- 
carbonat extrahiert. In den Extrakten wurde die Jodmenge in schon 
obenerwihnter Weise bestimmt. Die erste Serie, 0,14 g Material, 
ergab einen Jodgehalt von 0,30°/, des Frischgewichtes, die zweite 
Serie, 0,50g Material, den Jodgehalt 0,15°/,. Diese Werte sind 
ja voneinander sehr verschieden. Das Material war in beiden 
Fallen an ein- und derselben Lokalitiit erbeutet worden, in der 
ersten Serie bestand indessen das Material aus kleinen Individuen, 
in der letzten Serie aus gréBeren, vollig erwachsenen, mit 
ziemlich dicken Hauptiasten, und diese Unterschiede im Material 
erklaren vollig die verschiedenen Jodwerte. 

In ahnlicher Weise wie bei Trailliella wurde auch bei 
Bonnemaisonia der Versuch gemacht, die in dem jodabspaltenden 
Stoff vorkommenden Jodmengen annihernd zu bestimmen, und es 
erwies sich, daB die in diesem Stoffe gebundene Jodmenge bei 
Bonnemaisonia etwa 8°/, des Gesamtjodes ist, und also bei 
dieser Alge bedeutend hoher liegt als bei T railliella. Diese 
Veracliiadoniiait ist aber ganz selbstverstiindlich, wenn man 
bedenkt, daB bei Senmemaiiewia alle Blasenzellen jodfiihrend 
sind, bei Trailliella dagegen nur die jiingeren. 
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Zu dem Laminaria-Typus rechne ich diejenigen Algen, bei 
denen das Jod hauptsiachlich als Jodide gebunden ist. Hierher 
gehoren in erster Linie die untersuchten Laminaria-Arten. Mit 
L. digitata habe ich folgende Versuche gemacht. Teils von den 
Zuwachszonen, teils von den Blattern dieser Alge wurden je 10¢ 
frisches Material abgewogen und dann je dreimal mit 50°/, igem 
Alkohol extrahiert, und zwar zuerst waihrend 15 Tagen, dann 
wiihrend 10 Tage und schlieBlich wihrend 5 Tagen. Die vereinigten 
Extrakte wurden bis zu 100 cem ausgefiillt. Die Extrakte waren 
schwach gelblich. Die Jodmengen wurden in der schon oben er- 
wihnten Weise bestimmt, und es zeigte sich dann, daB aus den 
Zuwachszonen eine Jodmenge von V,20°/,, aus den Blattern eine Jod- 
menge von 0,073°/, des Frischgewichtes extrahiert worden war. 
Zu diesen Versuchsserien kam dasselbe Material zur Verwendung 
wie zu den Jodbestimmungen in der Tabelle 1. Die verschiedenen 
Angaben sind also miteinander direkt vergleichbar. Die Zuwachs- 
zonen enthielten nach der Tabelle 1 0,23°/, Jod; extrahiert wurden 
0,20°/,, also die gréBte Menge. Die Blatter enthielten 0,090°/, 
Jod, extrahiert wurde 0,073, also auch hier die gréBte Menge. 
Und da des weiteren die extrahierten Jodverbindungen schon 
beim Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd freies Jod abspalteten, ist 
wohl als sicher anzunehmen, daB sie Jodide waren. Ferner sei 
darauf hingewiesen, daB schon friiher (vgl. oben) bei Verwendung 
von Kresylblau sicher nachgewiesen worden ist, daB reiche Jodid- 
mengen in den 3—4 f&uBeren Zellschichten von Laminaria 
digitata vorhanden sind. Alles deutet demnach darauf hin, dab 
die gréBten Jodmengen bei Laminaria digitata in Form von 
Alkalijodiden gebunden sind. Wahrscheinlich ist indessen, dab 
auch Jod in organisch gebundener Form vorliegt. 

Zu dem Laminaria-Typus gehéren auBer den Laminaria- 
Arten unter den Braunalgen Desmarestia aculeata Dictyo- 
siphon hippuroides und Chordaria flagelliformis, unter den 
Rotalgen Plumaria elegans und Ptilota plumosa. Alle ent- 
halten nicht unbedeutende Jodidmengen. Zu diesem Typus rechne 
ich ferner Chorda filum, Halidrys siliquosa, Ascophyllum 
nodosum, Fucus serratus und Fucus vesiculosus. Im 
Vergleich mit den vorhergehenden enthalten diese freilich ziem- 
lich geringe Jodmengen, von denen jedoch die gréBten Mengen sicher 
in Form von Jodiden gebunden sind. 

Zu dem Sphacelaria-Typus rechne ich diejenigen Algen, 
bei denen die gréBten Jodmengen in solcher Form vorliegen, dab 
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sich das Jod mit Starkelésung und Wasserstoffsuperoxyd nicht 
nachweisen labt. In erster Linie ist Sphacelaria bipinnata 
zu erwihnen. Diese Alge enthilt nach der Tabelle 1 nicht 
weniger als 0,1°/, Jod, aber in solcher bindung, daB es mit 
Starkelésung und Wasserstoffsuperoxyd nicht nachweisbar ist. 
Wabrscheinlich liegt eine organische Jodverbindung vor. Von 
Sphacelaria bipinnata wurde 5 g frisches Material, wiihrend 
3 Tagen mit 20 ccm 20°/, igen Alkohols extrahiert. Das Extrakt 
wurde stark konzentriert, farbte aber trotzdem eine saure Stirke- 
losung mit Wasserstoffsuperoxyd nicht blau. Erst nach der Kin- 
ischerung des Extraktes wurde eine starke Jodreaktion erhalten. 
Das Material wurde dann nochmals in Wasser extrahiert, dann 
getrocknet und eingeiischert. Die Asche enthielt eine leicht 
nachweisbare Jodmenge. 

Zu dem Sphacelaria-Typus gehért auch Cladophora 
rupestris, Diese Alge enthilt 0,027°/, Jod (Tab. 1), das Jod 
ist aber durch Stirkelésung und Wasserstoffsuperoxyd nicht 
nachweisbar. Auch in einem stark konzentrierten Wasserextrakt 
war Jod nicht nachweisbar. Nach der Einischerung des Wasser- 
extraktes konnte dagegen Jod nachgewiesen werden. 


2. Bromide. 


Der Bromgehalt des Meerwassers ist im Vergleich mit dem Jodgehalt 
ziemlich bedeutend; nach Winkler (1916, S. 68) enthilt das Oberflichen- 
wasser des Adriatischen Meeres 63,81 mg Brom per Liter, und zwar in 
Form von Bromiden gebunden. Nach den ozeanographischen Handbiichern 
entspricht die Brommenge des Meerwassers 0,076 g Brommagnesium per 
Liter. 

Im Jahre 1826 wurde das Brom sowohl in der Fucus-Asche als im 
Meerwasser aufgefunden. Die spiiteren Angaben iiber das Vorkommen von 
Brom bei den Meeresalgen sind sehr spirlich. Aus Wolff, Aschenanalysen, 
stelle ich indessen folgende Angaben zusammen: 


Fucus vesiculosus, in der Reinasche . . . 0,62°/, Brom 
»  Serratus, in der Reinasche. . . . . 1,07°%/, ,, 

Halidrys siliquosa, in der Reinasche. . . . 0,65°/, ,, 

Laminaria digitata, in der Reinasche . . . 0,80°/, ,, 
om saccharina, in der Reinasche . . 0,25°, ,, 


Daneben sind nachweisbare Brommengen bei Ascophyllum nodo- 
sum vorhanden. — Zostera marina hat Spuren von Brom. 

In der Tabelle 1 sind die Jodmengen einer Reihe Meeres- 
algen angefiihrt worden. Die da erwihnten Algen sind auch in 
bezug auf das Vorkommen von Brom qualitativ untersucht, und 
zwar in der Weise, daB die Lésung, die nach der Jodanalyse 











be Harald Kylin, 


zuriickgeblieben war, nach Zusatz von etwas Schwefelkohlenstofi 
vorsichtig und unter Umschiittelung mit Chlorwasser versetzt wurde. 

Ks scheint mir ganz wahrscheinlich, daB man bei sorgfaltiger 
Priifung geringe Brommengen bei allen Meeresalgen auffinden 
kénnte; in diesem Zusammenhang interessieren uns demnach nur 
diejenigen Fille, wo eine nachweisbare Anhiufung von Brom 
vorliegt. Bei Zostera marina, Calothrix scopulorum und 
bei den untersuchten Chlorophyceen konnte kein Brom nach- 
gewlesen werden, unter den Phaeophyceen nur bei Desmarestia 
aculeata. Die Brommengen sind aber bei dieser Alge nicht 
besonders groB. Bei den obenerwihnten bromfiithrenden Braun- 
algen konnte ich das Brom nicht nachweisen, offenbar wegen zu 
geringen Materialmengen. 

Unter den Rhodophyceen sind als bromhaltig in erster 
Linie folgende Arten zu erwihnen: Polysiphonia urceolata, 
P. violacea, P. elongata, P. Brodiaei, P. nigrescens, 
Brongniartella byssoides, Rhodomela subfusca, Rh. vir- 
gata und Odonthalia dentata. Alle untersuchten Rhodo- 
melaceen, mit Ausnahme von Laurencia pinnatifida, sind also 
bromhaltig. Hierbei sei aber bemerkt, da diese Alge unter den 
Rhodomelaceen zu einem ganz anderen Verwandtschaftskreise 
gehért, als die obenerwihnten bromfiihrenden. Es handelt sich 
bei diesen bromhaltigen Florideen um eine kriftige Bromanhaufung. 
(Juantitative Bestimmungen habe ich indessen nicht gemacht. 

Etwa 5g frisches Material von Polysiphonia Brodiaei 
wurde wiihrend zwei Stunden in Wasser extrahiert, und das 
Extrakt nach starkem Konzentrieren auf Bromide untersucht. 
Der Erfolg war negativ. Nach der Kinischerung des Extraktes 
waren Bromide leicht nachweisbar. In derselben Weise und mit 
demselben Erfolg wurden P. nigrescens und Brongniartella 
byssoides untersucht. Das Material dieser Algen wurde dann 
noch mehrmals im Wasser extrahiert, dann eingeischert und auf 
Bromide gepriift. Brom war vorhanden und offenbar in nicht 
unbedeutenden Mengen. Aus den obenstehenden Angaben zu 
schlieBen, kommt das Brom bei den bromhaltigen Rhodomelaceen 
in organischer Bindung vor; Bromide fehlen oder sind méglicher- 
weise in sehr geringen Mengen vorhanden. 

In den Wasserextrakten von Trailliella intricata und 
Bonnemaisonia asparagoides sind auBer Jodiden auch leicht 
nachweisbare Bromidmengen vorhanden. 

In einem fritheren Aufsatz (Kylin 1928, S. 279) habe ich 
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durch Verbrennung von 4g frischem Material von Antithamnion 
plumula nachweisen kénnen, daB die Asche dieser Alge Brom 
enthilt. Die Priifung der Lésung in der Tabelle 1 auf Brom fiel 
indessen negativ aus. Die in Rede stehende Alge diirfte also 
kein besonderer Bromspeicher sein. 


3. Jodidoxydasen. 

Im Jahre 1902 wurde von Chodat und Bach nachgewiesen, 
daB der Saft einiger héheren PHanzen die Fihigkeit hatte, aus 
Alkalijodiden freies Jod abzuspalten. Diese Fiahigkeit steht mit 
dem Vorkommen von jodidoxydierenden Knzymen, sogen. Jodid- 
oxydasen, im Zusammevhanvg. Wihrend der letzten Jahre ist 
die Verbreitung dieser Enzyme bei den verschiedenen Pflanzen- 
gruppen von Gertz untersucht worden, und in bezug auf die 
Jodidoxydasen der Algen stellt dieser Forscher in einer im Jahre 
1926 erschienenen Arbeit seine Angaben zusammen. 

Uber seine Methode schreibt Gertz (1926, S. 436) folgendes: ,,Zum 
Sieden erhitzter Stirkekleister (eine Federmesserspitze Kartoffelstirke, 100 cem 
Wasser) wurde mit Jodkalium (3 g) und Gelatine (10 g) versetzt und das 
Gemisch dann in eine Petrischale ergossen. Nach Abkiihlung des Inhalts 
wurde das zum Priifen benutzte Material — frisch abgeschnittene Thallus- 
stiickchen, ausgepreBter Saft zerquetschter Algen — auf das erstarrte Sub- 
strat der Petrischale gebracht und das Ganze an einen dunklen, kihlen 
Ort — in den Eisschrank — gestellt. Schon nach einigen Stunden war bei 
energisch wirkender Oxydase eine durch Jodstiirke bedingte Blaufirbung 
an der Beriihrungsstelle des Substrats zu sehen. Im allgemeinen erforderte 
doch die Reaktion eine laingere Einwirkung, bis auf 12 Stunden oder 
mehr.“ Uber die Methode schreibt Gertz (a.a.O.) weiter: ,,Von den kauf- 
lichen Gelatinen ist nur diejenige anzuwenden, die in verfliissigtem Zustande 
eine saure Reaktion besitzt. Neutral oder alkalisch reagierende Gelatine 
ist fiir den Versuch unbrauchbar, weil dann keine Blauung der Stirke eintritt.“ 

Bei meinen Untersuchungen iiber die Jodidoxydasen der Algen 
habe ich in folgender Weise gearbeitet. Ks wurden zwei ver- 
schiedene Lésungen hergestellt. Beide enthielten Stirkekleister 
und Jodkalium. In der einen wurde Meerwasser als Lésungs- 
mittel benutzt, in der anderen destilliertes Wasser. Die letztere 
wurde entweder ohne Zusatz von Essigsiure oder nach Zusatz 
von Kssigsaure bis zu 0,1, 0,5 oder 1,0°/, verwendet. Zusammen 
wurden also fiinf verschiedene Mischungen bereitet, die alle Stirke- 
kleister und Jodkalium enthielten, die aber in bezug auf ihre 
Reaktion verschieden waren, und zwar die erste schwach alkalisch, 
die zweite neutral, die dritte, vierte und fiinfte mit zunehmender 
Starke schwach sauer. Die Mischungen wurden immer unmittelbar 


vor der Verwendung gemacht. 
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Mit den obenerwabnten Mischungen wurden Filtrierpapiere 
eingetrinkt, und dann je zwei in Petrischalen eingelegt. Die zu 
priifenden, frisch aus dem Meer erbeuteten Pflanzenteile wurden 
zwischen die Filtrierpapiere eingesteckt, und die Petrischalen bei 
Zimmertemperatur im Dunkeln stehen gelassen. Eine eventuell auf- 
tretende Blaufarbung wurde dann in bestimmten Intervallen verfolet. 

Beim Vergleich der beiden obenerwahnten Methoden geht 
hervor, daB man mit der Methode von Gertz die Wirkung der 
Jodidoxydasen nur bei schwach saurer Reaktion von nicht naher 
bestimmter Stirke verfolgt, daB es aber mit der von mir ver- 
wendeten Modifikation méglich ist, die Enzymwirkung unter ver- 
schiedenen p,,-Bedingungen zu studieren. 

Unter den Cyanophyceen wurde nur Calothrix scopulorum 
untersucht. In dem Versuche mit 1,0°/, Essigsiure trat schon 
nach einer Viertelstunde eine schwache Blaufarbung auf, die sich 
nach und nach vertiefte, so daB sie nach 2 Stunden als kriftig, 
nach 24 Stunden als sehr kriaftig zu bezeichnen war. In den 
Proben mit 0,5°/, und 0,1°/, Essigsaure trat die Blaufarbung 
erst nach 2 Stunden auf; bei 0,5°/, war sie nach 24 Stunden sehr 
kriftig, bei 0,1°/, dagegen nur kriftig. In den Versuchen, wo 
keine Kssigsiure vorhanden war, trat keine Blaufarbung auf. Aus 
diesen Angaben ziehe ich den SchluB, da bei Calothrix scopu- 
lorum verhiltnismiBig bedeutende Mengen Jodidoxydasen vor- 
handen sind, und daB die saure Reaktion die Wirkung dieser 
Enzyme beférdert. Es scheint mir indessen nicht ausgeschlossen, 
daB Calothrix in den Proben mit Meerwasser und destilliertem 
Wasser nach 24 Stunden noch lebend war und daB das Ausbleiben 
einer Blaufirbung in diesen Fallen auch darauf beruhen kénnte, 
daB kein Enzym aus den Zellen ausgetreten wire. 

Bei den Chlorophyceen konnte Gertz keine Jodidoxydasen 
finden. Zu dieser Gruppe habe ich folgende Arten untersucht: 
Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis, Cladophora 
rupestris, Cl. sericea, Acrosiphonia pallida und Prasiola 
crispa; alle mit negativem Erfolg. DaB sehr geringe Mengen 
Jodidoxydasen vorhanden sein kénnen, ist natiirlich nicht aus- 
geschlossen, von Interesse ist aber, dab diese Enzyme bei den 
bis jetzt untersuchten Griinalgen nicht angehiuft werden. 

Unter den Rhodophyceen gibt es nach den Angaben von 
Gertz teils solche, die als reich, teils solche, die als arm an 
Jodidoxydasen zu bezeichnen sind. Bei mehreren sind diese 
Enzyme sogar iiberhaupt nicht nachweisbar. Diese Angaben kann 
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ich durchaus bestiitigen. Unter den von mir untersuchten Arten 
sind folgende als besonders reich an Jodidoxydasen zu bezeichnen: 


Furcellaria fastigiata | Polysiphonia nigrescens 
Delesseria sanguinea | Brongniartella byssoides 
Polysip honia violacea | Pterosiphonia pzrasitica 
* fibrilosa | Rhodomela subfusea 
“ elongata a virgata 
Brodiaei Odonthalia dentata 


” 


Bei Delesseria alata und Polysiphonia urceolata sind 
bedeutend geringere Mengen Jodidoxydasen als bei den vorher- 
gehenden vorhanden. Plocamium coccineum, Chondrus 
crispus und Dilsea edulis geben nur ausnahmsweise eine un- 
bedeutende Blaufarbung. 

Bei folgenden hat Gertz geringe Mengen Jodidoxydasen ge- 
funden. Ich habe sie mit negativem Erfolg gepriift. 


Cruoria pellita Delesseria sinuosa 
Polyides rotundus Spermothamnion roscolum 
Phyllophora Brodiaei Ptilota plumosa 

- membranifolia Plumaria elegans 


Lomentaria clavellosa 


Bei folgenden sind nachweisbare Mengen Jodidoxydasen 
nicht vorhanden: 


Porphyra umbilicalis Lomentaria rosea 
Nemalion multifidum | Rhodymenia palmata 
Cystoclonium purpurascens Ceramium rubrum 
Ahnfeltia plicata Delesseria ruscifolia 


Gertz erwihnt das Vorkommen von Jodidoxydasen bei 
Bonnemaisonia asparagoides und Trailliella intricata. 
Zu bemerken ist aber, daB diese Algen bei saurer Reaktion freies 
Jod abspalten, und daB es deshalb nicht méglich ist, mit der 
von diesem Forscher benutzten Methode Jodidoxydasen nach- 
zuweisen. Bei allen von mir gemachten Versuchen, wo die Reaktion 
nicht sauer war, gab Trailliella keine Blaufiirbung. Meiner 
Meinung nach sind bei dieser Alge keine Jodidoxydasen vorhanden. 
Bonnemaisonia habe ich in dieser Hinsicht nicht untersucht; 
wahrscheinlich fehlen aber Jodidoxydasen. 

Bei der Besprechung meiner Methode wurde darauf_ hin- 
gewlesen, daB ich die Algen auf das Vorkommen von Jodidoxydasen 
bei fiinf verschiedenen p,,-Werten priifte, und es erwies sich dabei, 
da8 die Blaufarbung je nach dem p,-Wert verschieden schnell 
auftrat. Sichere Beobachtungen konnten aber nun in bezug auf 
diejenigen Algen gemacht werden, bei denen Jodidoxydasen in 
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reichlicher Menge vorhanden waren. Die gréBten Unterschiede 
traten bei Furcellaria fastigiata und Odonthalia dentata 
auf. In den Versuchen mit 1,0°/, Essigsiure farbten die Thallus- 
spitzen von Furcellaria die Stirkelésung schon nach einigen 
Minuten blau. Nach einer Viertelstunde war die Blaufarbung 
schon sehr kriftig, und sehr kriftig war sie noch nach 
24 Stunden. In den Proben mit 0,5°/, Essigsiure tritt die Blau- 
firbung etwas langsamer ein, ist aber nach 2 Stunden sehr kraftig 
und steht noch so nach 24 Stunden. Bei 0,1°/, Essigsiure tritt 
die Blaufairbung noch langsamer ein und wird nie kraftig; ist oft 
nach 24 Stunden wieder verschwunden. Jn den Proben mit 
destilliertem Wasser oder Meerwasser habe ich nie eine Blau- 
farbung auftreten sehen. Die Thallusspitzen sind aber sicher 
schon nach einigen Stunden abgestorben, wonach die Enzyme aus 
den Zellen ausdiffundieren kénnten. Offenbar sind die Jodid- 
oxydasen dieser Alge erst in saurer Lésung wirksam; der Zell- 
inhalt dieser Alge ist aber nicht sauer genug, um dem Substrate 
eine hinreichende Wasserstoffkonzentration zu geben. 

Die Thallusteile von Odonthalia dentata gaben in den 
Versuchen mit 1,0°/, Essigsiure keine Blaufarbung; in denjenigen 
mit 0,5°/, Essigsiure trat eine Blaufarbung schon nach einer 
Viertelstunde auf; nach 2 Stunden war sie ziemlich kraftig und 
war nach 24 Stunden noch zu sehen. Ist die Konzentration der 
Kssigsiiure 0,1°/,, so ist die Blaufarbung schon nach einer Viertel- 
stunde sehr kriftig, ist aber nach 2 Stunden noch kraftiger. In 
den Versuchen mit destilliertem Wasser oder Meerwasser ist nach 
einer Viertelstunde die Blaufarbung nur andeutungsweise vorhanden, 
und dann besonders an den Stellen, die einer Verwundung des 
Thallus entsprechen. Nach 2 Stunden ist dagegen eine kraftige 
Blaufairbung zu beobachten. Diese Ergebnisse sind folgenderweise 
zu erklaren. Der Zellinhalt von Odonthalia ist ziemlich sauer. 
Wenn man Thallusteile auf einem blauen Lackmuspapier absterben 
laBt, wird dieses rot gefarbt. Offenbar ist bei Odonthalia der 
Zellinhalt hinreichend sauer, um dem Substrat auch in den Ver- 
suchen mit destilliertem Wasser oder Meerwasser eine geniigende 
Wasserstoffkonzentration zu geben. In den Versuchen mit 1,0°/, 
Essigsiiure wird die Wasserstoffkonzentration offenbar zu groB. 

Die iibrigen Florideen, bei denen Jodidoxydasen leicht nach- 
weisbar sind, nehmen eine Mittelstellung zwischen den beiden 
oben erwiihnten Typen ein. Delesseria sanguinea nihert sich 
doch dem Furcellaria-Typus. In den mit Essigsiure an- 
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gesiiuerten Proben beginnt die Blaufiirbung schon nach einer 
Viertelstunde, vertieft sich nach und nach, wird aber im allgemeinen 
kriftiger in den Proben mit 1,0 und 0,5°/, als in denjenigen mit 
0,1°/, Essigsiure. Die Versuche mit destilliertem Wasser oder 
Meerwasser werden nur schwach blau gefirbt, bleiben nicht selten 
sogar ungefirbt. In bezug auf die iibrigen Arten tritt im all- 
gemeinen eine kriftigere Blaufiirbung in den Versuchen mit 
destilliertem Wasser, 0,1°/, oder 0,5°/, Hssigsiiure als in den- 
jenigen mit Meerwasser oder 1,0°/, Kssigsiiure auf. 

Es ist zu bemerken, daB bei den untersuchten Florideen die 
Jodidoxydasen nicht aus den lebenden Zellen hinaustreten; man 
hat deshalb erst nach dem Absterben der Thallusteile eine Blau- 
firbung zu erwarten. Werden die Thallusteile mit Atherdimpfen 
getétet, so tritt die Blaufarbung viel rascher auf, besonders in 
den Versuchen mit destilliertem Wasser oder Meerwasser. Beim 
Téten in siedendem Wasser wird natiirlich die Wirkung der Jodid- 
oxydasen vernichtet. 

Gertz hat auch eine Reihe Phaeophyceen in bezug auf das 
Vorkommen von Jodidoxydasen untersucht, immer aber mit 
negativem Erfolg. Meine Versuche zeigten indessen, daB die 
Laminaria-Arten (L. digitata, L. saccharina und L. Clous- 
tonii wurden untersucht) in hohem Grade die Fiahigkeit besitzen, 
aus den Alkalijodiden Jod abzuspalten. Aber nur die lebenden 
Pflanzenteile haben diese Fahigkeit. In den Versuchen, wo die 
Filtrierpapiere mit Lésungen von Starke und Jodkalium in Meer- 
wasser oder in destilliertem Wasser eingetriinkt waren, trat die 
Blaufarbung unmittelbar nach dem Einlegen der frischen Thallus- 
teile auf. Die Farbe war schon nach einigen Minuten tiefblau. 
In den Versuchen, wo die Stirke-Jodkaliumlésung 0,1°/, Essig- 
siure enthielt, trat ebenfalls anfinglich eine Blaufarbung ein, mit 
dem Absterben der Thallusteile verschwindet sie aber. In den Ver- 
suchen mit 0,5°/, Essigsiure trat nur gelegentlich beim Einlegen 
der frischen Thallusteile eine bald verschwindende Blaufirbung 
ein, in denjenigen mit 1,0°/, Essigsiiure sah ich keine Blaufirbung. 

Nach diesen Angaben ist es leicht zu verstehen, daB Gertz 
die jodidspaltende Fihigkeit der Laminaria-Arten nicht nach- 
welsen konnte. Wie schon oben erwiihnt wurde, arbeitete dieser 
Forscher mit einem sauren Substrat. Die saure Reaktion titete 
die Thallusteile, und mit dem Tode geht die Fihigkeit, Jodide 
zu spalten, verloren. Es ist sogar nicht moéglich, die Thallusteile 
der Laminaria-Arten mit Atherdiimpfen zu titen, ohne dab 
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die jodidspaltende Fiahigkeit verlorengeht. Es scheint mir wabr- 
scheinlich, daB dies darauf beruht, daB in den Thallusteilen eine 
stark reduzierende gerbstoffartige Substanz, das Fucosan, vor- 
handen ist (iiber das Fucosan siehe Kylin 1912), 

Ks ist leicht nachweisbar, daB der jodabspaltende Stoff der 
Laminaria-Arten nur bei Gegenwart von Sauerstoff die Fiahig- 
keit hat, Jod abzuspalten. Meine Versuche sind ja in der Weise 
gemacht worden, daB die Thallusteile zwischen zwei Filtrierpapiere, 
die auf dem Boden einer Petrischale lagen, eingesteckt wurden. 
Nur das obere der beiden Filtrierpapiere steht also mit der Luft 
in Beriihrung und zwar wird nur dieses blau gefirbt. Das untere 
Papier wird nur um die Rander des Thallusstiickes herum blau 
gefarbt. ‘l'reten zwischen dem unteren Filtrierpapier und dem 
Thallusstiickchen einige Luftblasen auf, wird das Papier an diesen 
Stellen blau gefirbt. Ks diirfte aus diesen Angaben einleuchtend 
sein, dab der jodabspaltende Stoff der Laminaria-Arten den 
Charakter eines oxydierenden Enzymes hat. 

Auber den Laminaria-Arten hat auch Ascophyllum no- 
dosum in hohem Grade die Fahigkeit, aus Alkalijodiden Jod ab- 
zuspalten. Bei Fucus vesiculosus ist diese Fahigkeit weniger 
kriiftig und nur in den etwas ilteren Thallusteilen lokalisiert. 
Bei Chorda filum kaum merkbar. Die Keimpflanzen der La- 
minaria-Arten, die etwa 10 cm hoch oder darunter sind, haben 
keine Jodidoxydasen. Folgende Arten wurden mit negativem 
Erfolg gepriift: 


Halidrys siliquosa Mesogloia vermiculata 
Fucus spiralis Asperococcus bullosus 

,, serratus Sphacelaria bipinnata 
Desmarestia aculeata Chaetopteris plumosa 
Chordaria flagelliformis Ectocarpus tomentosus 


Dictyosiphon hippuroides 

Zwischen den Jodidoxydasen der Braunalgen und denjenigen 
der Rotalgen gibt es einen wesentlichen Unterschied, und zwar 
den, daB8 die Jodidoxydasen der Braunalgen sehr leicht aus den 
lebenden Zellen herausdiffundieren, diejenigen der Rotalgen da- 
gegen erst nach dem Tode der Zellen in nachweisbaren Mengen 
heraustreten. 

4. Jodverfliichtigung. 


Unter dem Namen ,,lodovolatilisation ist jiingst von Dangeard eine 
eigentiimliche Erscheinung beschrieben worden, die besonders bei den 
Laminaria-Arten auftreten, und die darin bestehen sollte, dab der frische, 
unverletzte Thallus freies Jod bilden wiirde. Das freie Jod wird durch 
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ein auf den Thallus gelegtes Stiick Bristolpapier nachgewiesen; dieses 
Papier enthilt Stirke und wird deshalb von dei verfliichtigten Jod blau 
gefiirbt. Unter gewissen Bedingungen sollte diese Jodverfliichtigung so 
kriftig sein, daB, wenn sie mit derselben Stirke wiihrend eines Tages 
fortsetzen wiirde, wiire beinahe die ganze Jodmenge eines Laminaria- 
Blattes verfliichtigt. Dangeard hat eine solche Jodverfliichtigung nicht 
nur an der franzésischen Westkiiste, sondern auch an den Kiisten von 
Norwegen, Jan Mayen, Groénland und Island beobachtet. 


Wihrend des letzten Sommers (1929) habe ich versucht, die 
obenerwahnte Jodverfliichtigung der Laminaria-Arten an der 


‘ 


schwedischen Westkiiste nachzuweisen. Es ist mir aber nicht 
gelungen. Aus den frischen, unverletzten Laminaria-Blittern 
werden an der schwedischen Westkiiste keine nachweisbaren .Jod- 
mengen verfliichtigt. Durch folgende drei Versuche wird diese 
Tatsache etwas niher beleuchtet. 


Versuch 1. Zwei Filtrierpapiere werden auf dem Boden einer Petri- 
schale mit Starkelésung im Meerwasser eingetriinkt. Zwischen die Papiere 
legt man dann einige frische Thallusstiickehen von einer Laminaria-Art, 
1iBt die Petrischale im Dunkeln stehen und verfolgt den Versuch wihrend 
24 Stunden. Die mit Stirkelésung eingetriinkten Filtrierpapiere werden nicht 
gefirbt. Mdglicherweise beobachtet man einen blauen Saum um die Thallus- 
stiickchen, denjenigen Stellen entsprechend, wo sich verletzte jodidfiihrende 
Zellen befinden. — Werden die Filtrierpapiere mit einer Stirkelisung, die 
etwas Jodkalium enthilt, eingetriinkt, so werden sie unmittelbar blau gefirbt 
(vgl. oben beim Besprechen der Jodidoxydasen der Laminaria-Arten). 

Versuch 2. In eine gréBere Krystallisierschale mit eingeschliffenem 
Deckel wurde der untere Teil eines Blattes von Laminaria digitata gelegt 
und dann auf das Blatt ein Filtrierpapier, das mit Stiirkelésung in Meerwasser 
eingetrinkt worden war. Die Schale wurde 24 Stunden im Dunkeln stehen ge- 
lassen. Das Filtrierpapier, welches nicht gefiirbt worden war, wurde dann gegen 
ein anderes mit Stirke-Jodkaliumlisung eingetriinktes ausgetauscht. Dieses 
fiirbte sich unmittelbar blau. Das Laminaria- Blatt war also noch lebend. 

An der Oberfliche lebender Laminaria-Blitter sind Jodidoxydasen 
vorhanden, in den Zellen unmittelbar unterhalb der Oberfliiche reiche Mengen 
Jodide. Von diesen treten aber keine nachweisbaren Mengen aus. Unter 
dem EinfluB der Jodidoxydasen wiirde sich nimlich aus den austretenden 
Jodiden freies Jod bilden, und das Jod wiirde das Stirkepapier blau fiirben. 
Im Versuch 2 war aber das Stirkepapier noch nach 24 Stunden ungefiirbt. 

Versuch 3. In eine Krystallisierschale mit eingeschliffenem Deckel 
wurden einige frische Thallusteile von Laminaria digitata eingelegt 
und durch EingieBen einer geringen Menge Meerwasser feucht gehalten. 
An der Unterseite des Deckels wurde ein Filtrierpapier mit Stiirkelésung 
angeklebt und die Schale dann im Dunkeln 24 Stunden stehen gelassen. Das 
Papier war nach dieser Zeit noch ungefirbt. Es waren also keine nach- 
weisbaren Jodmengen verfliichtigt. — In einem Parallelversuech wurden 
die Thallusteile mit Meerwasser, welches mit Jodkalium bis zu 0,1°), ver- 
setzt war, feucht gehalten. In diesem Versuche war das an der Unterseite 
des Deckels angeklebte Stirkepapier nach 24 Stunden blau gefiirbt. 
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Aus diesen Versuchen diirfte ohne weiteres hervorgehen, 
daB die Laminaria-Arten (L. Cloustonii, L. digitata und 
L. saccharina sind untersucht worden) an der schwedischen 
Westkiiste keine nachweisbaren Jodmengen verfliichtigen. Nun 
fragte es sich aber, ob sich die Laminaria-Arten an der schwe- 
dischen Westkiiste in bezug auf die Jodverfliichtigung so ganz 
anders als an der franzésischen Westkiiste benehmen. Eine solche 
Méglichkeit ist freilich nicht vdéllig ausgeschlossen, sie scheint 
mir aber kaum wabhrscheinlich. Durch die Untersuchungen von 
Dangeard ist iibrigens meiner Meinung nach die Jodverfliich- 
tigung der Laminaria-Arten nicht einwandfrei nachgewiesen 
worden. Ich kann mich nimlich des Gedankens nicht erwehren, 
daB das von Dangeard benutzte Bristolpapier nicht nur Stirke, 
sondern auch Jodide enthielt. Mit der Annahme, Dangeards 
Papier enthielt sowohl Jodide als Starke, sind die Angaben dieses 
Forschers leicht zu verstehen; ohne diese Annahme scheinen mir 
viele ganz unverstindlich. 

Und nun zur Frage, ob bei den Laminaria-Arten eine 
Jodverfliichtigung itiberhaupt méglich ist. Um diese Frage be- 
antworten zu kénnen, miissen wir uns zuerst eine Vorstellung 
iiber den Mechanismus der Jodverfliichtigung bilden. Dangeard 
ist in diesem Punkte die Antwort schuldig geblieben. Nachdem 
es mir aber gelungen ist, nachzuweisen, daB bei den Laminaria- 
Arten Jodidoxydasen vorhanden sind, liegt die Antwort nicht 
ferne. Fiir die Jodverfliichtigung sind in erster Linie drei Fak- 
toren notwendig, naimlich Jodide, Jodidoxydasen und Sauerstoff. 
Von dem letzteren Faktor kénnen wir bei der folgenden Dar- 
stellung absehen. Bei den Laminaria-Arten gibt es nun s0- 
wohl Jodide wie Jodidoxydasen und sobald diese Faktoren 
unter giinstigen Bedingungen zusammentreffen, wird freies Jod 
abgespaltet; die Méglichkeit einer Jodverfliichtigung ist dann 
vorhanden. 

Die Jodidoxydasen werden bei den Laminaria-Arten von 
den Oberfliichenzellen gebildet. ‘Tiefer liegende Zellen haben 
keine jodidoxydierende Fihigkeit. Die Jodidoxydasen treten aus 
den lebenden Zellen leicht heraus und sind demnach in dem 
Schleim der Oberfliiche vorhanden. Sie durchtrinken wabhrschein- 
lich die ganze fuBere Wand der Oberflichenzellen. Lebende 
Thallusteile, die in strémendem Meerwasser sorgfaltig abgespiilt 
worden sind, zeigen unmittelbar die Reaktion der Jodidoxydasen. 
Jodide sind bei den Laminaria-Arten in reichen Mengen 
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vorhanden, besonders in den 3—4 iiuBeren Zellschichten angehiiuft. 
In den Vakuolen dieser Zellen gibt es sicher wenigstens 1°/, Jodide. 
Die Jodide treten aber nicht in nachweisbaren Mengen aus den 
lebenden Zellen hinaus (vgl. die Ergebnisse der Versuche 1—3), 
und es gibt deshalb keine nachweisbare Jodverfliichtigung. In 
den lebenden Oberflichenzellen, die ja sowohl Jodide als Jodid- 
oxydasen enthalten, wird kein freies Jod gebildet. Ks ist offen- 
bar, daB sich die Jodide und die Jodidoxydasen in den lebenden 
Zellen nicht treffen. 

Das Vorhandensein einer Jodverfliichtigung bei den Lami- 
naria-Arten steht also mit der Fihigkeit der Jodide, aus den 
lebenden Zellen hinauszutreten, im Zusammenhang. Und wir 
miissen uns nun fragen, ob es walrscheinlich ist, daB die Jodide 
an der franzésischen Westkiiste, wo nach Dangeard eine Jod- 
verfliichtigung stattfindet, die Fahigkeit haben, aus den lebenden 
Zellen hinauszutreten, an der schwedischen Westkiiste dagegen, 
wo eine Jodverfliichtigung nicht stattfindet, diese Fiihigkeit nicht 
haben. Beim ersten Gedanken diirfte man wohl diese Frage mit 
nein beantworten wollen. Die Frage ist aber nicht so ganz 
einfach. Nach den Literaturangaben sind die Laminaria-Arten 
in dem Atlantischem Meere und in der Nordsee jodreicher als an 
der schwedischen Westkiiste und es ist ja méglich, daB die Ver- 
schiedenheiten in dem Jodreichtum auch Verschiedenheiten in 
der Jodverfliichtigung bedingen. 

Kommt dann an der schwedischen Westkiiste bei den La- 
minaria-Arten iiberhaupt keine Jodverfliichtigung vor? Meine 
obenstehenden Angaben sagen ja nur, daB wihrend der Experi- 
mente keine nachweisbaren Jodmengen verfliichtigt werden. Diese 
Tatsache schlieBt aber nicht aus, daf eine iuBerst langsam ver- 
laufende Jodverfliichtigung vonstatten geht; meiner Meinung nach 
ist eine solche sogar sehr wahrscheinlich, besonders wenn es etwas 
iltere Blatteile gilt. Und da alle lebenden Oberflichenzellen 
kontinuierlich nach auBen Jodidoxydasen abgeben, muB die Ober- 
flache einer Laminaria mit einer jodidoxydasereichen Schicht 
bekleidet sein, und die Jodide, die wohl wenigstens aus den 
alteren Zellen in geringen Mengen ausdiffundieren kénnen, miissen 
also freies Jod geben. In diesem Zusammenhang mochte ich aber 
auch die Aufmerksamkeit darauf lenken, daB im Meerwasser vor- 
handene Jodide bei der Beriihrung mit der Oberfliiche einer Lami- 
naria freies Jod abspalten miissen. Die Méglichkeit ist demnach 
gegeben, daB die Laminaria-Arten das Jod nicht in Form von 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVI. 6 
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Jodiden, sondern in Form von freiem Jod aufnehmen. Dann 
mu aber das freie Jod innerhalb der Zellen in Alkalijodide um- 
gesetzt werden. — Da bei den Keimpflanzen, die etwa 10 ccm hoch 
oder darunter sind, keine Jodidoxydasen vorhanden sind, kénnen 
wohl diese das Jod in Form von Jodiden aufnehmen. 

Auber bei den Laminaria-Arten gibt es nach Dangeard 
eine Jodverfliichtigung auch bei folgenden Braunalgen: Asco- 
phyllum nodosum, Fucus vesiculosus, Pelvetia canali- 
culata, Fucus serratus und Fucus platycarpus. Die Starke 
der Vertliichtigung nimmt von der ersten zu der letzten dieser 
Arten ab; die Verfliichtigung ist bei der letzten sogar kaum merk- 
bar. Sicher steht diese Jodverfliichtigung mit dem Vorkommen 
von Jodidoxydasen im Zusammenhang. Die Mehrzahl der von 
Dangeard untersuchten Phaeophyceen zeigten keine Jodverfliich- 
tigung; dies beruht wohl darauf, daB die Mehrzahl dieser Algen 
keine Jodidoxydasen haben. 

Bei den Rhodophyceen gibt es nach Dangeard keine Arten, 
die eine so starke Jodverfliichtigung zeigen wie die Laminaria- 
Arten unter den Phaeophyceen. Bei Gracilaria multifida und 
bei Calliblepharis jubata soll indessen eine Jodverfliichtigung 
vorhanden sein, unter gewissen Bedingungen auch bei einigen 
anderen, z. B. bei Gracilaria confervoides und Chondrus cris- 
pus. Einige von den untersuchten Arten zeigten keine Jod- 
verfliichtigung. In bezug auf Kinzelheiten verweise ich auf Dan- 
geards Arbeit, ich méchte aber in bezug auf Chondrus 
crispus, die wenigstens unter gewissen Bedingungen eine Jod- 
verfliichtigung zeigen sollte, einige Bemerkungen machen. Gubt 
es bei dieser Alge einige Jodmengen zu verfliichtigen? Kaum! 
Die Jodmenge ist bei dieser Alge nur 0,0018°/, des Frischgewichtes. 
Legt man einen frischen Thallusteil dieser Alge in ein Trépfchen 
von saurer Stirkelésung und Wasserstoffsuperoxyd, wird die Stirke- 
lésung nicht blau gefirbt. Die geringen Jodmengen sind also 
nicht hinreichend, die Starkelésung zu fiarben, sollten aber ein 
stirkehaltiges Papier farben kénnen. Nun enthalt indessen Chon- 
drus crispus geringe Mengen Jodidoxydasen; legt man also 
Thallusteile dieser Alge auf ein Papier, das mit Stirkelésung und 
Jodkalium eingetrinkt worden ist, kann man auf dem Papiere 
blaue Fliachen erhalten. Enthilt das Papier keine Jodide, be- 
kommt man keine blauen Flachen, da die Jodmengen der Aige 
zu gering sind, die blaue Farbe zu geben. Nun konnte freilich 
Dangeard erst dann bei Chondrus crispus eine Jodverfliich- 
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tigung nachweisen, wenn die Thallusteile mit einer Jodidlisung 
behandelt worden waren. Die Thallusteile wurden natiirlich aus- 
gewaschen, aber hinreichend? Waren vielleicht Jodide an der 
Obertliche noch vorhanden? Oder wenn das Auswaschen_ hin- 
reichend genau gemacht worden war, waren moglicherweise Jodide 
als Verunreinigungen in dem von Dangeard benutzten stirke- 
haltigen Bristolpapier vorhanden? 

Und schlieBlich einige Worte iiber einige jiingst erschienene 


Arbeiten von Freundler (1925—1928) in bezug auf zwei ver- 
schiedene Formen von Jod bei Laminaria digitata (= L. 


flexicaulis). 

Es scheint mir am besten, Freundler wortlich zu zitieren. Er schreibt 
(1928, Bull. Soc. Chim. Biol., p. 1124): ,,[lest résulté de nos recherches qu'un 
L. flexicaulis vivant contiert, 4 coté diode normal, existant sous forme 
d’iodure alcalin associé 4 un constituant du cytoplasma, une certaine quantit¢ 
d'une matiére que nous avons appelée iode dissimulé, qui n'a aucune 
des propriétés de l’iode, mais qui est susceptible, dans certaines conditions 
réalisées naturellement on artificiellement de se transformer en iode normal: 
de la sorte, le taux diode initial des tissus subit toujours, plus ou moins 
rapidement, une augmentation, sauf dans le cas de stabilisation définitive. 
La teneur en iode total constitue pour chaque ¢poque une constante 
biologique.“ Es fragt sich nun, was ist ,,iode dissimulé‘‘? Die Frage ist 
am besten mit Freundlers eigenen Worten zu beantworten: ,,| iode dissimulé 
serrait un isomére de liode et un isotope supérieur de l’étain, de 
poids atomique 127 et de numéro atomique 50‘ (1928, Introduction, p. 209). 

Als Stiitze dieser Behauptungen hebt Freundler besonders 
folgendes Experiment hervor. Von L. digitata wurden mehrere 
Stamme eingesammelt. In zwei von diesen wurde der Jodgehalt 
nach Verbrennung bestimmt. Die Jodmenge war U,91 und 0,92° 
des Trockengewichtes. 


Les autres (quatre) ont ¢té en méme temps introduits dans des flacons 
bouchés a l’émeri, tarés et additionnés d'eau de mer et de chlorure de 
potassium (6°/,); l’analyse de cas quatre échantillons a été faite ultérieurement 
dans ce liquide per les procédés usuels et i des époques diverses (2, 3, 4 
et 5 semaines environ). De plus, le contenu du dernier flacon a été soumis 
i une analyse totale, en ce sens que les fragments d’algue séparés du liquide 
par décantation, ont été comburés en vase clos. Voici les résultats globaux 
de cette expérience qui ne préte 4 aucune critique: Les dosages espacés 
de l’iode dans le liquide saumuré out fourni les 4 chiffres suivantes: 0,35° 
0,34°/5; 0,24°/,; 0,36 °/,.“ 

Die Extraktionsserien zeigen also eine viel geringere Jodmenge 
als die Verbrennungsserien. Und Freundler meint nun, dab die 
Extraktionsserien den richtigen Jodwert (,.iode normal‘) geben. In 
den Verbrennungsserien ist das ,,iode dissimulé* in ,,iode normal" um- 
gewandelt worden. Diese Serien zeigen deshalb einen héheren Jodwert. 
6* 


0 
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Ich muf gestehen, ich verstehe die Angaben Freundlers 
nicht. Wire mdglicherweise das ,,iode dissimulé“ organisch ge- 
bundenes Jod, welches bei der quantitativen Analyse weggefallen 
ist, oder haben vielleicht jodidoxydierende Enzyme einen bisen 
Streich getan? Diese kénnten ja aus den Jodiden freies Jod ab- 
gespalten haben, und das freie Jod wire in irgendeiner Weise der 
quantitativen Analyse entkommen. Die Vermutung, da’ ,,l’iode 
dissimulé un isomeére de l’iode et un isotope supérieur de 1’étain, 
de poids atomique 127 et de numéro atomique 50“ wire, ist mir 
nicht médglich, voll Ernst zu nehmen. Dagegen ist folgende Be- 
merkung von Freundler (1925, S. 1480) vollig richtig: ,,D’ailleurs 
les stipes de printemps, chauffés 4 100° ne donnent jamais diode 
volatil.“ Bei 100° werden nimlich die jodidoxydierenden Enzyme 
zerstért, und damit auch die Jodverfliichtigung. 
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Uber die Enzyme der Speicheldriise. 
Dritte Abhandlung titber Enzyme der Leukocyten. 


Von 
Richard Willstitter, Eugen Bamann und Margarete Rohdewald. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Oktober 1929.) 


I. Proteolytische Wirkungen der Speicheldrisen. 


Die Auffindung des Kathepsins in der Magenschleimhaut!) 
fihrt uns zu der Frage, ob die Speicheldriisen und allgemein 
die Driisen des Verdauungstraktes mit dieser in schwach sauerem 
Gebiet wirkenden Proteinase ausgeriistet sind. Den sehr zahl- 
reichen Untersuchungen iiber enzymatische Reaktionen des Spei- 
chels verschiedener Tiere steht fast keine Beobachtung iiber das 
proteolytische Wirkungsvermégen der Speicheldriisen und des 
gesamten lymphoepithelialen Organs des Rachenringes gegeniiber. 
Nur in einem iilteren Versuch von G. Hiifner?) scheint iiberhaupt 
proteolytische Wirkung der Speicheldriisen bemerkt worden zu sein. 

Die Untersuchung der Driise versprach und gab ganz andere 
Aufschliisse als die Priifung des Speichels. Unsere Beobachtungen 
mit den Speicheldriisen des Menschen, Hundes, Pferdes und Schweines 
ergaben allgemein das Vorkommen von Proteinasen und Pepti- 
dasen, Auf ereptische Wirkungen wurde nur mit den iiblichen 
Di- und Tripeptiden gepriift, nicht mit Prolinpeptiden*) und mit 
Chloracetyl-tyrosin oder 4hnlichen Substraten fiir (Carboxy-)Poly- 
peptidase.*) Nachgewiesen sind also Dipeptidase und (Amino-) 





1) Vgl. die 1. Abh. dieser Reihe, Diese Zs. Bd. 180, S. 127 (1928/29). 

2) Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 5, S. 372 (1873). 

8) Nach W. Grassmann, H. Dyckerhoff und O. vy. Schoenebeck, 
Chem. Ber. Bd. 62, S 1307 (1929). 

*) Nach E. Waldschmidt-Leitz und A. Purr, Chem. Ber. Bd. 62, 
S. 2217 (1929). 
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Polypeptidase. Die verschiedenen Speicheldriisen der untersuchten 
Tiere haben gemiB den Versuchen der Tabelle 1 starkes erep- 
tisches Wirkungsvermégen. Ihre ereptische Aktivitat stimmt (auf 
sleiches Trockengewicht bezogen) gut iiberein mit der in der 
voranstehenden Arbeit gemessenen Erepsinwirkung der farblosen 
Blutkérperchen. Verschieden von der ereptischen Ausriistung der 
Leukocyten ist aber der verhiltnismiBige Gehalt an Di- und an 
Polypeptidase. Wiahrend in den Blutzellen, wahrscheinlich in den 
polymorphkernigen Neutrophilen, die Polypeptidase iiberwiegt, ver- 
liiuft die Spaltung des Leucyl-glycins durch die Speicheldriisen 
(bei der Driise des Schweines, Vers. 1 und 2 der Tab. 1) stets 
rascher als die Hydrolyse von ‘Tripeptid. 

Die Speicheldriisen wurden fiir einen groBen Teil der Versuche mit 


Aceton, dann Aceton—Ather und Ather entfettet und getrocknet, dhnlich 
wie Pankreasdriise in friiheren Arbeiten, aber in viel rascherer Ausfiihrung. 


10 Parotisdriisen vom Hund (120 g) lieferten 24 g Trockengewicht 


10 5, schwein (150 g) - 30 g * 
2 ” »  Pferd (300 g) “ 60 g ¥ 
2 Sublingualisdriisen vom Pferd (30 g) lieferten 5 g " 
2 Submaxillarisdriisen __,, » (15g) ™ 3g - 


Aus dem getrockneten Material gewannen wir mit n/40-NH, (meistens 
50 cem fiir 1 g) in 30 bis 60 Minuten Ausziige, die 20—25°/, des Trocken- 
gewiehtes aufnahmen. Sie waren in der Wirkung ungefihr den Glycerin- 
ausziigen aus frischen Driisen gleich, die wir in vielen anderen Fallen, z. B. 
zur Untersuchung der menschlichen Driisen anwandten. 

Bemerkenswerter erscheint uns der Gehalt an Proteinasen 
(Tab. 2). Er besteht in Trypsin, das nicht des Zusatzes von 
Enterokinase bedarf, sowie in Kathepsin; Pepsin fehlt. Die 
proteolytische Wirkung der Glycerinausziige im sauren Bereich 
tritt meistens erst bei langerer Extraktionsdauer zutage (vel. 
Vers. 5 mit Vers. 6 der Tab. 2), ganz ebenso, wie es beim 
Kathepsin der Magenschleimhaut beobachtet worden war’). Die 
Caseinspaltung ist im sauren, neutralen und alkalischen Gebiet 
recht gering, immerhin meBbar; das Verhiltnis der tryptischen 
Spaltung zur ereptischen ist aber viel ungiinstiger als bei den 
Leukocyten. Natiirlich ist bei den gefundenen Werten fiir die 
Hydrolyse bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion wieder 
die Uberlagerung der tryptischen durch ereptische Wirkung zu 
beriicksichtigen. Von den eigentlichen Proteinasewirkungen ist 
die katheptische, die wir mit den serésen und mit den gemischten 


1!) Diese Zs. Bd. 180, S. 127 (1928/29) und zwar S. 137. 
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Tabelle 2. 
Caseinspaltung durch Ausziige der Speicheldrisen. 


(Die Titrations-Proben von 5 cem enthalten 0,12 g Casein. Zusatz von Toluol: 30°.) 





Trocken- : oe 
gewicht Versuchs- | Aciditaitszunahme 
Enzymmaterial, Extraktionsdauer der dauer 
Driise 
(mg) 


(cem 0,05 n- 
(Stunden) alkohol. KOH) 


Parotis des Menschen, 40 Tage extrah. mit Glycerin (0,9 cem) 24 0,00 0,20 0,16 
desgl. h | 24 0,30 0,40 0,40 
desgl. 24 3 0,16 0,26 0,40 
desgl. 24 0,30 0,80 0,20 


co 
. 
oe 


ms 


Submax. des Menschen, 40 Tage extrah. mit Glye. (0,7 cem) 
desgl. 
desg}. 
desgl. 
desgl. mit Enterokinase aktiv. 


— 
— 


~ 


2 0,16 O12 0,16 
2 0,20 0,60 0,70 
2 0,30 0,50 0,60 
» 
2 


~ 


- 


0,26 0,36 0,40 
0,20 0,50 0,70 


0,70 0,70 
0,40 0,60 
0,36 0,34 


0,36 0,56 
0,24 0,44 
0,30 0,46 
0,42 0,80 
0,68 0,96 
0.80 1,10 


0,00 0,00 
0,40 0,72 
Q,16 0,48 
0.00 0,04 
0.00 0,00 
Q.00 0,40 


~~ 


Parotis, Submaxillaris, Sublingualis des Menschen, 14 Tage 
extrah. mit Glycerin (0,4 cem) 
desgl. 


4 


SO ROP PR ROM 


Parotis, Submaxillaris, Sublingualis des Hundes, 3 Tage extrah. 
mit Glycerin (0,7 ecm) 
desgl. 


- 


a 


eo 


Parotis des Pferdes, 40 Tage extrah. mit Glycerin (1 cem) 
desgl. 


desgl. 
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Parotis des Pferdes, 2 Tage extrah. mit Glycerin (0,5 ecm) 
desgl. 
desgl. 
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Subling. des Pferdes, 2 Tage extrah. mit Glycerin (0,5 eew 
desgl. 
desgl. 
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Driisen des Menschen, ferner mit den Speicheldriisen des Hundes 
und Pferdes gemessen haben, begiinstigt, sogar 6fters anscheinend 
iiberwiegend. Sie ist also viel deutlicher ausgeprigt als im all- 
gemeinen bei den farblosen Blutkérperchen’). Der relative 
Kathepsingehalt iibertrifft sogar denjenigen des roten Knochen- 
markes und des sterilen Pleura-Exsudats. Dieser Befund stiitzt 
unsere Auffassung, daB die in saurem Bereich wirkende Proteinase 
den Geweben und Zellen des lymphoid-lymphatischen Systems 
eigentiimlich ist. 


II. Proteolytische Wirkungen des Speichels. 


Der menschliche Speichel, der bekanntlich Epithelzellen, 
Lympho- und Leukocyten und Bakterien suspendiert enthilt, hat 
komplexe proteolytische Wirkung. Die Caseinspaltung durch 
gleiche Mengen ‘Trockensubstanz ist ungefihr achtmal stirker 
als sie bei der Driise gemessen wird, Peptidspaltung durch Roh- 
speichel dagegen verhiltnismifig viel schwiicher. Nach den Be- 
stimmungen der T'ab. 3 beginnt die Wirkung auf Casein schwach 
im Reaktionsgebiet des Kathepsins und wird deutlich im Trypsin- 
bereich. Es gilt nach den vorliegenden, einander widersprechenden 
Untersuchungen als ungeklart?), ob geléstes Speichelenzym oder 
nur der Gehalt an Blutzellen und Mikroorganismen die bisher 
bekannte peptolytische Wirkung bedingt. Nach L. M. Warfield) 
ist der mittels der Zentrifuge zellfrei gewonnene Speichel ereptisch 
wirksam. Hingegen fand J. L. Woodgatt‘), daB der Speichel, 
durch Zentrifugieren von Bakterien befreit, keine ereptische 
Wirkung auf Wittepepton und Glycyltryptophan mehr besitzt. 
Die Beobachtungen von F. Smithies®) aber sprechen dafiir, daB 
durch die Reinigung die Peptidasewirkung des Speichels bei neu- 
traler und alkalischer Reaktion eine Abschwichung erfahrt. 

Dieses letzte Ergebnis ist allein richtig, aber die Abtrennung 
der Kérperzellen und Mikroorganismen beeinfluBt ungleich die 
tryptische und die ereptische Wirkung. Im folgenden Abschnitt 
wird gezeigt, daB fiir die Amylasewirkung durch Entfernung der 





1) Vgl. diese Zs. Bd. 185, S. 267 (1929). 
*) Vgl. F. N. Schulz in Oppenheimers Hdb. d. Bioch. TI. 1V, 8S. 463 
(1925). 
*) Johns Hopkins Hospital Bull. 22, S. 150 (1911). 
*) Arch. of Int. Med. Bd. 10, H. 6, S. 560 (1912). 
5) Arch. of Int. Med. Bd. 10, H. 6, S. 522 (1912). 
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Zellen nnd Bakterien, obwohl sie auch amylolytisch wirken, keine 
meBbare Differenz entsteht. 

Der Vergleich des rohen Speichels und des mittels der Zentri- 
fuge zellfrei gewonnenen, den wir noch zu filtrieren und sofort 
unter sterilen Versuchsbedingungen zu untersuchen pflegten, ergab 
(Tab. 4) in der Tat, daB die betrichtliche tryptische Wirkung bis 
auf einen Rest von durchschnittlich etwa 15°/, an die geformten 
Bestandteile des Speichels gebunden war; sie fand sich im 
Sediment wieder. Der Rest, die wirklich gelésten Proteinasen, 
wird auf Zellauflésung vor, bei und nach der Bildung des 
Speichels zuriickzufiihren sein. 


Tabelle 3. 


Caseinspaltung durch rohen menschlichen Speichel. 


(Die Titrations-Proben von 5 ccm enthalten 0,12 g Casein. 
Zusatz von Toluol; 30°.) 





Aciditiits- 
zunahme 


Menge und Trockengewicht Versuchs- 


Nr. Pu dauer 


des Speichels (ecm 0,05 n- 


(Stunden) alkoh. KOH) 


1a | 2,2 ccm Sammelspeichel = 11,3 mg} 4,5 | 50 121 0,12 0,12 
b desgl. 5,5 | 50 121 0,22 0,32 
¢ desgt. 6,4 | 50 121 | 0,60 1,50 
d desg). 7,1 50 «121 0,66 1,60 
e desgl. 8.4 | 50 121 | 0,64 1,44 
f desgl. 8.9 | 50 121 | 0,46 0,92 

2a |1,4ccmSpeichel,Zus.v.Glyc.,=7,2mg}] 4,4 | 42 91 0,00 0,00 
b desgl. 5,5 | 42 91 | 0,28 0,20 
c decgl. 5,8 | 41 91 0,32 0,74 
d desgl. 6,0 | 42 91 0,52 0,78 
e desgl. 63 | 42 91 | 0,72 1,10 
f desgl. 7,3 | 42 91 0,64 1,30 
g desgl. 8,4 42 91 0,68 1,08 
h deagl. 8,7 | 42 91 | 0,36 0,80 














Der zellfreie Speichel des Menschen enthilt auch konstant, 
aber in geringer Menge Peptidasen. Ihre enzymatische Konzen- 
tration, aus dem Verhiltnis der Wirkungen zu den Trocken- 
gewichten abgeleitet, ist ungefihr 1/,, von der in den farblosen 
Blutkérperchen, z. B. des Hundeblutes. Auch der Vergleich mit 
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Tabelle 4. 


Tryptische Wirkung von Speichel vor und nach Abtrennung 
: der Zellbestandteile. 
(Die Titrations-Proben von 5 ecm enthalten 0,12 g Casein. 
Zusatz von Toluol; 30°.) 























. 2 E12260 
Menge und Trockengewicht OSa/% Se 
: Nr. 1 . y S = = = < Ss ‘ 
des Speichels Pit ae a 5 
— Bin s= 
~~ =i oe 

1a] 1,3ecm Speichel, nicht zentrifugiert (6,7 mg) | 8,4 91 0,58 

b | 1,3 eem m zentrifugiert (5,5 mg)] 8,4 91 0,14 

2a] 1,7 ccm ‘ nicht zentrifugiert (8,8 mg) | 8,3 69 0,82 

b | 1,7 cem * zentrifugiert (7,2 mg)] 8,3 69 0,12 

8a] 1,6 ccm - nicht zentrifugiert (8,2 mg)] 8,4 75 0,92 

b | 1,6 ccm ™ zentrifugiert (6,8 mg)]| &,4 75 0,16 

4a] 2,4eem ‘g nicht zentrifugiert (12,4mg)] 8,0 73 1,10 

b | 2,4 cem * zentrifugiert (10,2 mg)] 8,0 13 0,16 

e | 2,4cecm ‘“ Sediment (2,0 mg) | 8,0 73 0,70 


Tabelle 5. 


Wirkung des Speichels auf Leucylglycin vor und nach Ab- 
trennung der Zellbestandteile. 
[Die Titrations-Proben von 5 ccm enthalten */,5,, Mol Peptid = 0,0470 g 
Leucylglycin (Endspaltung entsprechend 2,50 ccm). Zusatz von Toluol; 
Pu = 7,8; 30°] 

















+ glee #2 

; Su Ol2z & a 

Nr. Menge und Trockengewicht des Speichels zi Seloa_. 
la 2,4 ccm Speichel, nicht zentrifugiert (12.4 mg) 71 1,94 
b 2,4 cem - zentrifugiert (10,2 mg) 71 1,32 
2a 1,8 cem ‘“ nicht zentrifugiert (9,3 mg) 49 1,20 
b 1,8 eem - zentrifugiert (7,6 mg) 49 0,72 

c Derselbe (Vers. 2b) nach Verd. mit H,O und 

nochm. Abschleudern 49 0,74 
3a 2,4 cem Speichel, nicht zentrifugiert (12,4 mg) 73 1,54 
b 2,4 cem ™ zentrifugiert (10,2 mg) 73 0,66 
e 2,4 ccm - Sediment (2,0 mg) 73 0,74 
4a 2.2 eem ‘ nicht zentrifugiert (11,3 mg) 53 1,84 
b 2,2 eem - zentrifugiert (9,3 mg) 53 0,70 
¢ 2,2 ecm ‘i Sediment (2,0 mg) 53 1,00 
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der Driise ergibt einen niedrigen Wert. Aber er wird in An- 
betracht der Unbestiandigkeit des Erepsins von den Bedingungen 
des Versuches stark abhingen. Wenn man den rohen Speichel 
mit der Zentrifuge klart, so finden sich (Tab. 5) vom Erepsin 
40 bis iiber 60°/, in wahrer Liésung und der Rest im Sediment, 
teils in Blutkérperchen, teils in den Mikroorganismen der Mund- 
héhle enthalten. 

Im Sediment sind also nicht nur Epithelteilchen und Speichel- 
kérperchen, vielmehr auch die Speichelbakterien Trager der ver- 
schiedenen proteolytischen Reaktionen. Die Untersuchung von 
Kulturen ergab nimlich gemiB Tab. 6 ereptische und starke 
tryptische Wirkung, dagegen gar keine katheptische. 


Tabelle 6. 
Proteolytische Wirkung von Speichelbakterien. 
a) Proteinase-Wirkung. 
(Die Titrations-Proben von 5 eem enthalten 0,12 g Casein, mit Toluol; 30°.) 





Aciditits- 


ya * 
Ver- Versuchs zunahme 
Pu dauer 
such (ecm 0,05 n- 
(Stunden) KOH) 


1a | Speichel-Bakterien (etwa 1 mg) | 4,5 | 38 bzw. 96 | 0,00 bzw. 0,00 














b desgl. 80 | 38 , 9671,16 , 2,70 
2a desgl. 45536 , BMige , 604 
b desgl. 7,1 | 26 , T1470,40 «4, 0,84 
3a desgl. 8,0 1 , 5870,02 ,, 0,22 
b | Nahrfliissigkeit (1 cem) 80 }— , 31] — » 1,30 


b) Ereptische Wirkung. (Die Titrations-Proben von 5 cem enthalten 
0,0470 g = "/y9) Mol Leucylglycin, mit Toluol; 30°.) 


4 Speichel-Bakterien (etwa 1 mg) | 7,8 25 1,80 
5a desgl. 7,8 1 bzw. 8 | 1,10 bzw. 2,20 
b | Nihrfliissigkeit (1 ecm) 7,8 2 0,12 


Fiir diese Untersuchung wurde der Speichel unter méglichst sterilen 
Bedingungen gesammelt (100 cem) und zur Befreiung von Leukocyten u. 2. 
durch groBe Schottsche Glasfilterplatten (17 G, 4/5—7) gesaugt. Das Filtrat 
enthielt viel von den Bakterien. Es wurde fir einen Teil der Versuche 


(Nr. 1, 2, 4 der Tab.) mit '/, Vol. mineralischer Nihrlésung nach A. Meyer 
versetzt und 14 Tage bei 30° gehalten. Die Kultur, ausschlieBlich aus 
Kokken bestehend, isolierten wir durch Abzentrifugieren und 2—3 maliges 
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Auswaschen. Auf eine Titrationsprobe (5 cem) der Bestimmung traf '/,, 
bis '/,. der Ausbeute, entspr. etwa 1 mg Trockengewicht. In anderen 
Beispielen (Nr. 3 und 5) impften wir die Kokken in 75 cem_ fettfreier 
Fleischbriihe. Die in der Fleischbriihe gezogenen Bakterien wirkten nur 
schwach tryptisch, aber stark ereptisch. Das ihnen fehlende ‘l'rypsin fand 
sich in der Nahrfliissigkeit. Das Verhalten scheint hier umgekebrt zu sein 
wie bei den Leukocyten, die ihr Erepsin leichter verlieren. 


Zur Erklarung der proteolytischen Funktion des Speichels. 


Der Gehalt an proteolytischen Enzymen tritt natiirlich gegen 
die Amylase zuriick, die allein sezerniert zu werden scheint. Er 
spiegelt einigermafen die proteolytische Ausriistung des lymphoid- 
lymphatischen Gewebes der Speicheldriisen wieder. Vielleicht 
gibt es keine strenge Grenze zwischen Sekretionstiitigkeit einer 
Driise, die méglicherweise nur in einer Auslese und Aufliésung 
von Blutzellen besteht, und der Erscheinung der Auswanderung 
von Zellen, die der Auflésung anheimfallen. Analog der gastrischen 
darf man von einer oralen Leukopedesis sprechen. Und es 
wird, etwa gemiB den Anschauungen von H. Oeller'), keine 
Grenze zwischen der Arbeitsleistung des lymphoid-lymphatischen 
Ggewebes und der Lymphocyten zu ziehen sein. In die Freilegung 
der Enzyme aus dem lymphoiden Gewebe gewiahrt die _histo- 
logische Untersuchung von 8S. Mollier’) iiber ,,Die lymphoepithe- 
lialen Organe“ tieferen Einblick, nimlich in die Erscheinung des 
Wanderns der Lymphocyten aus dem von ihnen durchsetzten 
epithelialen Retikulum in das Epithel, in die Erscheinung der 
Degeneration der Lymphocyten und des Zerfalls von Lymphocyten 
und Epithelien, der schon innerhalb des Epithels einsetzt. Wenn 
S. Mollier, vom Lymphstrom aus den Tonsillen nach der Mund- 
héhle sprechend, als funktionelle Leistung des Organs die Abgabe 
schon degenerierter und noch gut erhaltener Epithel- und Lymph- 
zellen anspricht, so wird die Frage experimentelle Priifung ver- 
dienen, ob nicht das Kinsickern der proteolytischen und 
anderen Enzyme in die Mundhéhle die Bedeutung einer des- 
infizierenden Einrichtung hat. Die Amylase dient der Verdauung, 
die proteolytischen Enzyme des Speichels kinnen eine Abwehr- 
vorrichtung bilden. Menge und Leistungsvermégen der Enzyme 
entsprechen den Substraten, ihrer Menge und Kigenart. 





*) ,Lymphdriisen und lymphatisches System“ im Handb. d. norm. u. 
pathol. Physiologie, Bd. VI, 2. Hilfte, S.995 und zwar besonders S. 1084 
(1928). 

*) Sitzungsber. d. Ges. f. Morph. u. Physiol. Miinchen, Bd. 29, S. 14 (1913). 
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III. Zur Amylasewirkung der Speicheldrise und des Speichels. 


In unserer Untersuchung der pankreatischen Enzyme!) waren 
wegen der erwarteten giinstigen Enzymkonzentrationen und wegen 
der Leichtzugiinglichkeit die Driise und ihre Ausziige gegeniiber 
dem Pankreassaft vorgezogen. Als die Methode fir die Be- 
stimmung der enzymatischen Reinheitsgrade es gestattete, haben 
dann K. Waldschmidt-Leitz und J. Waldschmidt-Graser?) 
den Vergleich des Pawlowschen Pankreasfistelsaftes mit der 
Driise und ihren Ausziigen durchgefiihrt. Der Pankreassaft bietet 
danach keinen Vorteil als Enzymmaterial. In der Driise sind die 
enzymatischen Konzentrationen von Amylase und Lipase giinstiger, 
die von Trypsin etwas geringer als im Sekret. Schon die Bildung 
von Lésungen aus der Driise mit Glycerin verschiebt dieses Ver- 
haltnis zugunsten des Driisenmaterials. 

Mit ahnlichen Erwigungen wie in jenen Arbeiten haben wir 
die Speicheldriise fiir die Untersuchung der Proteasen gegeniiber 
dem Speichel vorgezogen. Als Ausgangsmaterial z. B. fiir Erepsin 
sind die Speicheldriisen, wie oben gezeigt, viel giinstiger als ihr 
Sekret. Hinsichtlich der Amylase, die wir zum Vergleich heran- 
zogen, liegt es anders. Tiere, deren Speicheldriisen aus dem 
Schlachthof zugiinglich sind (Rind, Pferd) produzieren, soviel be- 
kannt ist, iiuBerst wenig Speichelamylase. Sogar beim Schwein, 
dessen Speichel mehr Amylase enthilt, ist (Tab. 7, Vers. 3) deren 
enzymatische Konzentration in der Driise sehr niedrig. An der 
Speicheldriise des Menschen, die uns durch dankenswerte Unter- 
stiitzung des Prosektors im Pathologischen Institut Herrn Prof. 
Dr. H. Groll fiir die Analyse zugiinglich war, zeigt es sich, daB 
der Amylasewert*) (Zahl der Amylaseeinheiten in 1 cg) nicht 
héher, sondern in den untersuchten Beispielen etwa halb so hoch 
als im Speichel war. Der Speichel enthalt also die Amylase in 
giinstigerer Reinheit (Am.-W. 0,18) als die Driise (Am.-W. 0,091), 
die das Enzym speichert. Natiirlich laBt sich unschwer schon 
durch Ausziehen der Driise mit sehr verdiinntem Ammoniak der 
enzymatische Reinheitsgrad steigern. 

Die Amylasebestimmung fihrten wir im wesentlichen nach 
der Vorschrift von R. Willstitter, EK. Waldschmidt-Leitz 





1) R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 132 (1922/23). 

*) Diese Zs. Bd. 166, S. 247 (1927). 

3) R. Willstiitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 


S. 132 (1922/23) und zwar S. 141. 
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und A. R. F. Hesse aus?), nur wurden die in den Tabellen ver- 
zeichneten Titrationswerte fiir gebildete Maltose nicht mit der 
ganzen Versuchslésung, sondern mit 20 ccm ermittelt. AuBerdem 
war die Versuchstemperatur 30° anstatt wie friiher 37°, die 
Amylasewerte dieser Arbeit sind also nur untereinander direkt 
vergleichbar. 

Die frischen Driisen (Parotis und Submaxillaris) wurden nach Zer 
kleinern mit 87 °/,igem Glycerin (2 cem fiir 1g) wochenlang extrahiert und 
der Auszug mittels der Zentrifuge vom Unléslichen getrennt. Wenn man 
auf das angewandte Driisentrockengewicht die gefundene Amylasewirkung 
bezieht, so ergibt sich der Amylasewert fast = 0,1. 

In anderen Beispielen wurde die menschliche Parotisdriise, wovon 
leider eine enzymarme Probe vorlag, mit Aceton entwissert. Die Trocken- 
substanz extrahierten wir mehrere Male mit n/40-NH,. 1. Auszug mit 
25 cem : 19 cem Filtrat enthielten 1,517 E. 2. Auszug mit 19 eem:18 cem Filtrat 
enthielten 0,74 E. 3. Auszug mit 18 eem: 25 cem verlustlos angenommenes 
Filtrat enthielten 0,432 E. Da das Trockengewicht von 5 cem des ersten Aus. 
zuges 27,7 mg betrug, so war dessen Amylasewert 0,14, also annihernd 
gleich demjenigen des Speichels. 

Um den EinfluB der Zellbestandteile und der Bakterien, der 
sich bei der proteolytischen Wirkung des rohen Speichels so stark 
geltend macht, auch in bezug auf die Starkehydrolyse zu unter- 
suchen, haben ..ir in 3 Beispielen (einmalige Speichelprobe von 
je einer Versuchsperson) den rohen und den mittels der Zentri- 
fuge geklirten ‘peichel in ihrer Wirkung auf Starke verglichen. 
Die Amylasewirkung des Speichels erweist sich, wie nach einer 
ilteren Untersuchung von A. Béchamp?”) wahrscheinlich, als un- 
abhingig von den Zellen und Mikroorganismen (Tab. 8). Béchamp 
hat schon in den Bakterien der menschlichen Mundhohle (nicht 
beim Pferd, Rind und Schwein) Amylase nachgewiesen und auf 
die Entwicklung spezifischer Mikroorganismen in den Speichel- 
driisen des Menschen die Amylaseproduktion derselben zuriick- 
fihren wollen. Das mit der Zentrifuge abgetrennte gesamte 
Sediment des Speichels fanden wir zwar amylolytisch wirksam, 
aber in der Tat im Vergleich mit dem reinen Speichel sehr 


schwach wirkend. 


Die vorliegende Untersuchung hat die Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft durch ein Forschungsstipendium unter- 
stiitzt; wir driicken hierfiir unseren aufrichtigen Dank aus. 





1) Diese Zs. Bd. 126, S. 143 (1922/23). 
*) Arch. de Physiologie norm. et pathol. [3] Bd. 1, S. 47 (1883). 
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